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Refraktometrische und interferometrische Mafanalyse. 
It]. Mitteilung. 


Veranderungen der Refraktion des Blutserums 
durch dessen Altern. 
Von 
J. Beéka und V. Zemanee. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem chemischen Institut der tierarztlichen Hochschule in Brinn, Tschechosiowakei.) 


(Der Redaktion zugeganmgen am 25. Juni 1924.) 


In der vorigen Arbeit wurde darauf aufmerksam gemacht, 
da® das Pferdeserum, mit physiologischer Kochsalzlésung ver- 
dimnt, seine Refraktion andert, ob zwar es steril und luftdicht 
aufbewahrt wurde. 

In dieser Arbeit haben wir es unternommen, diesen Um- 
stand griindlich zu studieren. Genaueres Studium in dieser 
Richtung kénnte auch fiir analytische Zwecke von gewisser 
Bedeutung sein, denn der Prozentgehalt der Proteine wird 
allgemein mittels der Reisschen Tabellen refraktometrisch 
bestimmt, aber es ist nirgends konstatiert, wie weit die Refrak- 
tion des Serums von seinem Alter, d.h. der Zeit von der 
Blutentnahme abhingt. 

Wir konstatierten, da® die Refraktion der steril und luft- 
dicht aufbewahrten Pferde- und der Rinderseren sich stetig 
indert. In folgenden Versuchen zeigen wir, da8 Temperatur, 
Licht, Sauerstoff und Kohlenstoffdioxyd die Hauptfaktoren 
ieser Verinderung sind, und zwar: Temperatur, Licht und 
Kohlenstoffdioxyd wirken refraktionssteigernd, wihrend Sauer- 
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stoff mindestens in den ersten 24 Stunden refraktionsvermin- 
dernd wirkt. Diese Wirkung wird durch Oxydation mittels 
der Oxydationsfermente verursacht. Die Verdinderungen be- 
tragen immer einige Zehntel Grad des EKintauchrefraktometers 
binnen 24 Stunden. 





Zu den Versuchen haben wir Blutseren von 15 Pferden und 

10 Rindern verwendet. Das Blut wurde in sterilisierte GefiBe 

‘-entnommen, das Pferdeblut 12, das Rinderblut 24 Stunden, im 

Finstern bei 15° absetzen gelassen, dann das Serum in eine 
Flasche steril abgeteilt und griindlich durchgemischt. Von hier 
haben wir das Serum in gleichen Quanten in sterile Eprou- 
vetten abpipetiert und von hier die Refraktion gemessen. 

Die Refraktion wurde regelmifig in bestimmten Zeit- 
abschnitten mittels des Zeissschen Refraktometers mit Hilfs- 
prisma gemessen. Die nétige Tropfenmenge wurde immer mit 
sterilen Capillaren auf das Prisma gebracht und die Refraktion 
erst nach Ausgleich der Temperatur bei 17,5° abgelesen. 

Die Versuche haben wir folgenderweise gruppiert: 

1. Der KinfluB verschiedener Gase: der Luft mit etwa 
5 °/,, CO,, des Sauerstoffes, des Stickstoffes, des Kohlen- 
dioxydes, des Wasserstoffes und des Leuchtgases. 

2. Der Einflu8 der Art und des Alters des Tieres. 

3. Der Einflu8 der Inaktivierung des Serums. 

4, Der EinfluB der im Serum enthaltenen Fermente. 

5. Der KinfluB des Lichtes. 

6. Der EKinfluB der Warme. 


1. Pferde- und Rindersera. (Auszug aus den Protokollen Nr. 1, 5.) 





0/ 


Nationale Stdn.| Rn Jaop1,3.. 


Periarthritis 


/0 
Eiweig| P# 


V. | Stute, 20 J., miBig ernihrt . . | 11,—] 55,5 |] ..48545 | 7,808] 6,2 


X. | Wallach, 5 J., gut ernahrt, gesund | 11,47] 67,1 | ..52827 | 9,795] 6,2 


IV. | Kalbin, 2 J., miBig ernihrt . .| 9,54] 57,8 | ..49896 | 7,876 
VI. | Ochs, 8 J., miBig ernihrt . . . | 10.41] 55,5 | ..48545 | 7,28 
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Luft ——— 

SQUCTSIONL — s------er0000 = 

Pferdeserda am Lichte aufbewehrt bei 15°C mit Stickstoff. = --—-~- = 
Kohlendioxyd -o—-o—o— 

!.95 Monate, gut erndhrt, Eiweissgehalt 6:36%,pH 6-4 Wasserstoff —---—-- 
Diagnose: Hydrops genu. Leuchigas ~--—- 
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Eg QO 20 Jahre, schlecht ernahrt, EiweiBgehalt 750%, pH 6-2 
is Diagnose: Marasmus senilis 
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Rindersera am Lichte aufbewahrt bei 15%C mit — Stickstoff. | —-—-—- i 
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wz 'V.Q10 Jahre, maBig ernéhrt, EiweiBgehalt 7-46%,pH 6:6 
Diagnose: Endometritis catarhalis. 
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I. Der Einfiu8 verschiedener Gase. 


Der Sauerstoff wurde aus Gasbomben in einen Gasometer 
iiberfiithrt, der Wasserstoff wurde im Kippschen Apparat aus 
Zink und verdiinnter Schwefelsiure hergestellt, und das Leucht- 
gas nahm ich aus der Gasleitung. Alle Gase wurden mit 
Sublimat gewaschen und durch sterile Watte mittels einer 
Capillare in die Eprouvetten mit Seren gefihrt. Bei Versuchen 
mit leichten Gasen wurden die Eprouvetten fast horizontal ge- 
‘ halten und nach einem 5minutigen raschen Gang des Gases 
sofort mit sterilen Kautschukpfropfen eingestépselt. Bei der 
Eréffaung der Eprouvetten haben wir uns durch passende 
Reaktion von der Anwesenheit des Gases iiberzeugt. Nach 
jeder Refraktionsbestimmung wurden die Proben wieder mit 
dem ndétigen Gas gefiillt. Alle Proben wurden bei konstanter 
Temperatur gehalten. Die Refraktion wurde immer nach 24, 
48, 72 Stunden notiert. 

Allgemein kénnen wir konstatieren: Nach 24 Stunden und 
spater andert sich die Refraktion von Pferdeseren sehr be- 
deutend: durch den EinfluB der Luft, des Stickstoffes, des 
Wasserstoffes und des Leuchtgases entstehen fast dieselben 
Resultate; die Kurve steigt am meisten im Anfange. Die 
gréBte und regelmaBigste Steigerung der Refraktion ist bei 
der Kohlensiure zu beobachten; das iiberrascht nicht, denn 
es handelt sich sicher um eine Bindung der Kohlensiure an 
die EiweiBkérper und Blutalkalien. Die Steigerung der Re- 
fraktion kann man nicht durch einen Wasserverlust erkliren. 
denn wir fanden dieselbe Anderung nach 48 Stunden auch 
beim Inhalt der Eprouvetten, die inzwischen iiberhaupt nicht 
gedfinet wurden. 

Auffallend ist das Verhalten der Seren im Sauerstofi. 
Bei den meisten kénnten wir in der ersten Zeit sogar ein 
Sinken der Refraktion wahrnehmen, mindestens stieg sie 
binnen 24 Stunden iiberhaupt nicht. 

Die Erklirung kann etwa folgende sein: Bei Gegenwart 
des Sauerstoffes entsteht im Serum eine Kondensation der 
KiweiBmolekeln, welche die Refraktion zum Sinken bringt, in 
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Gegenwart der anderen Gase waltet im Serum eine Zersetzung 
der EiweiBmolekeln vor und die Refraktion steigt. 


II. Der EinfluB der Art und des Alters des Tieres. 


Diese Versuche wurden parallel mit der ersten Gruppe 
mit Rinderseren unter der Wirkung von verschiedenen Gasen 
volifiihrt. Die Reaktion der Seren wurde mit Michaelis 
Indikatorenmethode bestimmt und auch der Status der Tiere 
notiert. 

Es ergab sich bei jungen ‘Tieren in 24 Stunden eine 
Krhéhung der Refraktion, waihrend bei den Alteren Tieren 
auch unter verschiedenen Bedingungen der Aufbewahrung die 
Refraktion konstant bleibt. 

Bei den Rinderseren beobachteten wir im Anfang eine 
steile Steigerung der Kurve, aber es ist méglich, daB diese 
Verschiedenheit durch die lingere Zeit des Absetzens des 
Serums verursacht ist, immerhin zeigt sich bei der Ver- 
gleichung der Kurven mit den in entsprechenden Zeitabschnitten 
von den Pferden gewonnenen, daB der Anstieg der Differenzen 
auch steiler ist als bei diesen. 


III. Der Einfiu8 der Inaktivierung des Serums. 


Alle bisher gemachten Versuche wurden mit aktiven 
Seren unternommen. Durch 1/,stiindiges Erwirmen auf 56° 
wird das Alexin (Komplement des Serums) vernichtet, und 
man kann priifen, ob dieser Verlust eine Refraktinsanderung 
verursacht. (Im Jahre 1919 habe ich bei mikrorespirometrischen 
Studien mit Meerschweinchenseren konstatiert, dai nach der 
Inaktivation des Serums der Sauerstoffverbrauch und die CO,- 
Produktion vollkommen sistiert sind und auch das Verschwinden 
der Glucose gestért wird.) 

Diese Frage wollte ich auch hier studieren. In den 
Pferde- und Rinderseren ist zwar bedeutend weniger Komple- 
ment als bei den Meerschweinchen, aber es ist doch nach- 
weisbar. 

Ks ergibt sich, daB die Inaktivierung eine pldtzliche 
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Steigerung der Refraktion verursacht, was man entweder durch 
Verdunstung oder Carbonathindung erkliren kann, aber spite; 
wichen die Kurven von den Kontrollseren iiberhaupt nicht a), 


IV. Der EinfluB der im Serum enthaltenen Fermente. 


Nachdem wir bewiesen haben, daB durch Sauerstoff eine 
Oxydation des Serums und daher eine Refraktionsverminderung 
entsteht, bleibt noch nachzupriifen, wie diese Oxydation ge- 
schieht und inwieweit die Oxydationsfermente daran_beteiligt 
sind. Um diese zu vernichten und den Kiwei8kérpern nicht 
zu schaden, haben wir die spezifische Wirkung der Blausiiure 
auf die Katalasen und Oxydasen beniitzt. Wenn durch 
fermentative Oxydation ein Refraktionssinken verursacht wird, 
muB nach der Vergiftung der Oxydationsfermente diese Er- 
niedrigung verschwinden und wieder eine Erhéhung, welche 
auf einer Kiweibzersetzung beruht, eintreten. 

Zu den gepriiften Seren fiigten wir etwas Kaliumcyanid 
hinzu, nach Lésung desselben wurde die Refraktion bestimmt 
und aus der Erhéhung die Menge des geliésten KCN aus- 
gerechnet, indem 1°/, Kaliumcyanid einer Erhéhung von 
1384-10—5 entspricht. Dann wurden sowohl die Eprouvetten 
als auch die Kontrollen mit Sauerstoft erfillt. Die Resultate 
ergaben, daB diese Kurven denen, wo das Serum durch 
Sauerstoff nicht beeinfluBt wurde, vollkommen iihnlich, fast 
identisch sind. 


V. Der EinfluB des Lichtes. 


Das ultraviolette Licht kann bei Fetten eine Zersetzung 
verursachen, was sich durch eine Refraktionserhéhung dauBert. 
Spinka hat es bestitigt und diesbeziigliche Versuche mit 
Butter unternommen. Hierbei hat er gefunden, daB das 
ultraviolette Licht in der Butter keton- und aldehydartige 
Stoffe produziert, welche fiir Miuse toxisch sind. 

Wir versuchten den Einflu8 auf die Seren folgender- 
weise zu studieren: Die Seren wurden gleichzeitig in durch- 
sichtigen und undurchsichtigen Glisern aufgehoben. Die Re- 
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fraktion der Seren aus den durchsichtigen stieg, die Refraktion 
der aus den undurchsichtigen blieb unverindert oder sank 
sogar. Ks muS angenommen werden, daB die KiweiBspaltung 
durch Licht beférdert wird, oder daB dadurch der Konden- 
sationsprozeB gestért wird. 


VI. Der Einflu8 der Temperatur, 


Aus den Versuchen geht hervor, da’ im steril aufbewahrten 
Serum mindestens zwei chemische Vorginge verlaufen, die 
antagonistisch auf die Refraktion wirken. 

Die Seren wurden bei 37° wieder in verschiedenen Gasen 
gehalten und immer nach 4 Stunden refraktometriert. Die 
Kontrollen blieben in der Zimmertemperatur (17°). 

Aus den Erfolgen ergab es sich, daB die bekannten Vor- 
ginge in den um 20° erwiirmten Seren schneller durchliefen, 
wie dies iiberhaupt bei allen chemischen Prozessen der Fal] 
ist. Aus den Proben mit Sauerstoff sieht man, daB der 
KondensationsprozeB in der Wiirme nicht so schnell wie die 
Zersetzung vor sich geht; die Wiirme wirkt also auf das 
Serum ebenso wie das Licht. 


Zusammenfassung. 


1. Das sterile Serum iindert seine Refraktion bei luit- 
dichtem Aufbewahren wihrend 24 Stunden um einige Zehntel 
Grad des EKintauchrefraktometers. 

2. Eine VergréBerung der Refraktion wird durch Kohlen- 
siure, Warme und Licht verursacht. 

3. Kine Erniedrigung der Refraktion verursacht Sauerstoft 
durch Vermittlung der wirksamen Oxydationsfermente. 

4. Die Verinderungen der Refraktion sind bei Rinder- 
seren gréBer als bei den Pferdeseren. 
| 5. Das Blutserum der ilteren Tiere ‘indert seine Re- 
fraktion langsamer als das der jungen Tiere. 

7 6. Die Vorgiinge im Serum sind chemischen Ursprungs: 
Erhéhung der Refraktion ist durch die Spaltung, Erniedrigung 
_ durch oxydative Kondensation verursacht. 
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Bemerkung: Auf Wunsch der Redaktion haben wir die 
Wiedergabe der Protokolle und Tafeln auf das geringste Mag 
beschrankt und von den Zahlentabellen nur eine Probe mit- 
geteilt. 
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XI. Mitteilung. 


Von 


Hans Fischer, Hugo Kiimmerer und Adolf Ktihner. 


Aus dem organ.-chem. Institut der Technischen Hochschule Miinchen und dem 
klinischen Institut der II. medizinischen Klinik Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1924.) 


Von Hoagland?) ist im Jahre 1916 beobachtet worden, 
daB bei der sterilen Autolyse von Rindermuskeln Hamato- 
porphyrin, wie er sich ausdriickt, gebildet wird. Daf ein 
Porphyrin dabei entsteht, ist durch die spektroskopische Beob- 
achtung eindeutig bewiesen worden; welcher Art jedoch das 
Porphyrin ist, dariiber fehlen Angaben. Kammerer’) hat 
nun bei der Faulnis von Blut Porphyrinbildung gefunden, 
Fischer und Schneller haben dies Kimmerersche Por- 
vhyrin in reinem krystallisierten Zustand dargestellt und von 
diesem die spektroskopischen Werte bestimmt. Durch Faulnis 
von Fleisch haben dann Fischer und Schneller nach der 
spektroskopischen Untersuchung Kiammerers Porphyrin er- 
halten und daneben Koproporphyrin. Der Hauptmenge nach 
wurde Kimmerers Porphyrin beobachtet und es war dem- 
vemib méglich, daB es sich um den gleichen ProzeB handelt 
wie bei den Versuchen von Kimmerer. Immerhin war auf- 
fallend, daB bei den Faulnisversuchen in guter Ausbeute stets 


Kimmerers Porphyrin erhalten wurde, wihrend die Faulnis- 


‘) Chem. Zbl. 1917, S. 76. 
*) Klin. Wochenschr. Bd. 2, S. 1153 (1923). 
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versuche des Blutes bekanntlich nicht immer mit Sicherhej; 
zur Porphyrinbildung fiithren, sondern man muB sich genay 
an die von Kimmerer erforschten Versuchsbedingungen halten, 
um positive Resultate zu bekommen. Es war deswegen der 
Gedanke nicht von der Hand zu weisen, daB bei den Fiulnis. 
versuchen des Fleisches noch andere Faktoren mit in Betracht 
zu ziehen seien und dasselbe gilt fiir das dabei entstehende 
Koproporphyrin. Aus diesen Griinden erschien es sehr wichtig, 
die Versuche von Hoagland zu wiederholen und wir haben 
in simtlichen zahlreichen Versuchen ein eindeutiges Resultat 
erhalten. Nach etwa 14tigiger Bebriitung bei 37°C wurde 
stets Kimmerers Porphyrin spektroskopisch beobachtet. Fiihrt 
man die Autolyse bei 50° durch, so tritt schon nach 10 Tagen 
Porphyrin auf und ist dieses Verfahren dem bei 37°C vor. 
zuziehen, weil hierbei viel leichter Sterilitiit zu erreichen ist 
als bei 837°. Von Staiger!) wurde bei der Hefeautolyse fest- 
gestellt, daB diese bei 50° am intensivsten verliuft und es ist 
interessant, das auch beim héheren Tier die gleiche Temperatur 
viel bessere Bedingungen fiir die Autolyse schafft. Nach den 
obigen Ergebnissen ist es nun ohne weiteres verstiindlich, 
warum Fischer und Schneller?) stets bei der Faulnis von 
Muskulatur und inneren Organen Porphyrin erhalten haben. Die 
Porphyrinbildung hierbei ist in erster Linie bedingt durch Autv- 
lyse, wahrend die Faulnis offenbar bei diesen Versuchen wesent- 
liche keine Rolle spielt. Ein wichtiger und charakteristische: 
Unterschied besteht zwischen den Fiiulnisversuchen und den 
Autolysenversuchen. Bei der Fiaulnis ist die Reaktion stets 
lackmusalkalisch, wihrend sie bei der Autolyse stark sauer ist. 


Als Nebenprodukt wurde sowohl bei der Fiulnis wie bei der 


Autolyse spektroskopisch Koproporphyrin erkannt. Der definitive 
Beweis, ob es sich wirklich um Koproporphyrin handelt, steht 


noch aus.*) Wir haben die Autolysenversuche nicht mehr 
weiter fortgesetzt, weil der spektroskopische Nachweis des 
Koproporphyrins bei der Autolyse kein absolut eindeutiger 





') Chem. Zbl. 1924, S. 2311. 
*) Diese Zs. Bd. 135, S. 254 (1924). 
*) Vgl. hierzu die Ausfiihrungen in dieser Zs. Bd. 137, S. 176 (1924). 
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sein kann, nachdem Fischer und Schneller erkannt haben, 
daB Kimmerers Porphyrin beim Stehen in Lésungsmitteln 
in Himatoporphyrin iibergehen kann, das bei Gegenwart von 
Kimmerers Porphyrin kaum in eindeutiger Weise von ge- 
ringen Mengen von Koproporphyrin getrennt werden kann. 
Trotzdem ist es duBerst wahrscheinlich, da’ Koproporphyrin 
yorliegt, weil, wie auch schon frither ausgefiihrt, bei den Faulnis- 
yversuchen des Blutes niemals Koproporphyrin in gréBerer 
Menge spektroskopisch erkannt werden konnte. Auch ist bei 


der Autolyse von Fleisch bei 50° bereits nach 10 Tagen 
_ Koproporphyrin autgetreten. 


Diese Versuche kénnen jedoch auch deshalb schwer zu 


' einem absolut eindeutigen Resultat gebracht werden, weil in 
der Muskulatur und in den meisten Organen eben immer 
| Himoglobin A iiberwiegend ist und dadurch die Erkennung 
von Koproporphyrin immer erschwert sein wird. Es wire 
| natiirlich wiinschenswert, da das Koproporphyrin aus den 
: QOrganen noch in reinem krystallisierten Zustand dargestellt 
_wird, aber an dem Dualismus des Blutfarbstoffs kann nach 
den bisherigen Arbeitsresultaten kein Zweifel mehr sein. 


Hoagland hat aus seinen Versuchen geschlossen, dab 


das Porphyrin ein Zwischenprodukt sei bei der Umwandlung 
| von Hiimoglobin in Gallenfarbstoffe. Es ist dies leicht méglich 
und es ist an dieser Stelle auch ein interessanter Befund von 
Zeyneks*) zu erwihnen. Bei einer 16 Tage alten Hamarthrose 
'an einem menschlichen Kniegelenk wurde Gallenfarbstoff in 
_reichlicher Menge nachgewiesen und Porphyrin in geringer Menge. 
| Wir haben bei unseren Autolysenversuchen ganz besonders 
auf Gallenfarbstoff geachtet, bis jetzt aber keinen nachweisen 
kinnen. Natiirlich sind diese negativen Befunde nicht ver- 
_Wertbar, um etwa das Gegenteil behaupten zu wollen. Das 
biologische und chemische Studium von Kimmerers Por- 
phyrin wird weiterhin von ganz besonderem Interesse sein. 


Was nun den Mechanismus dieser Porphyrinbildung an- 


‘angt, so ist dieser in theoretischer Hinsicht iiberaus inter- 


‘) Diese Zs. Bd. 49. 8. 478 (1906). 
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essant. Allem Anschein nach wird zunichst der Blutfarbsto{ 
umgewandelt derart, daB dabei das Eisen aus dem dreiwertigen 


Zustand in den zweiwertigen iibergeht. Aber diese Umwand- 


lung allein geniigt nicht zur Bildung von Porphyrin. Im Hamp. 
chromogen haben wir ja auch Blutfarbstoff mit zweiwertigem 
Eisen vor uns, aber in diesem Farbstoff gelingt es nicht unter 
Kinwirkung von Eisessig Porphyrinbildung zu erzielen, sondery 
es ist konzentrierte Salzsiure notwendig. 


Anders ist es bei den Autolysenversuchen und scheinbar 
auch bei den Fiaulnisversuchen, bei denen, wie oben erwiihnt 
alkalische Reaktion vorhanden ist. In beiden Fallen geniigi 
die Behanalung mit Eisessig, um Porphyrinbildung herbei- 
zufiihren Bei den Autolysonversuchen ist es sogar wahrschein- 
lich, daB Porphyrin bereits in den Geweben vorhanden isi, 
wenigstens konnte mikrochemisch in den Geweben leicht Kisen 
nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen miissen nun 
hier vollige Klarheit schaffen und es ist wahrscheinlich, dai 
bei den fermentativen Versuchen die Reaktion iiber die Himo- 
chromogenstufe hinausgeht, indem sich die Fermente vermut- 
lich an die ungesiattigten Seitenketten des Blutfarbstoffs an- 
lagern, und hierdurch die Bildung des Kisens so locker wird, 
daB nunmehr die Absprengung des Kisens erfolet. Es ist dies die 
Auffassung, die Willstatter fir die Hamatoporphyrinbildug 
bei der Kinwirkung von Kisessig—Bromwasserstoff auf Hiimin ver- 
tritt. Willstatter’) glaubt, daB die von Kiister schon friihe: 
formulierten Vinylgruppen in Form von Athinbriicken von 
einem #-Pyrrol-Kohlenstoffatom zum Stickstoffatom gehen, und 
daB hier dann die Addition von Bromwasserstoff erfolgt, womit 
gleichzeitig die EKisenspaltung erfolgt und Porphyrinbilduny 
eintritt. Die Fermentwirkung ginge also interessanterweis? 
ebensoweit wie die des HKisessig—Bromwasserstotis. 


Noch ein Punkt ist hervorzuheben. Zuerst Snapper’. 
dann Papendieck*) und der Veréffentlichung nach spate! 


1) Diese Zs. Bd. 87, S. 430 (1912). 
2) Chem. Zbl. 1921, III, S. 483. 
3) Diese Zs. Bd. 128, 8. 109 (1928). 


Co ct fm 
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H. Fischer?) und Schneller haben Kimmerers Porphyrin 
im Stuhl spektroskopisch beobachtet. Papendieck hat aus 
seinen Versuchen den Schlu8 gezogen, daB das Porphyrin aus 
Blut stammt. Den Beweis hierfiir haben aber erst H. Fischer’) 
und Schneller erbracht und es verdient hervorgehoben zu 
werden, daB hier nun die Porphyrinbildung sich innerhalb 
94 Stunden vollzieht, ein Befund, der in einem gewissen Wider- 
spruch zu den Reagenzglasversuchen zu stehen scheint. Doch 
unserer Ansicht nach besteht dieser Gegensatz nur scheinbar. 
Im Darmkanal bestehen doch ganz andere Verhiltnisse wie 
hei den Reagenzglasversuchen. Zunichst erfolgt die Ein- 
wirkung des Magensaftes und dann erst auf das aufgeschlossene 
Fleisch die Einwirkung der Darmbakterienflora. Zur naheren 
Eriorschung dieser Verhiltnisse wire es vor allen Dingen not- 
wendig, Fleisch zunichst mit Pepsin—Salzsiure zu verdauen 
und dann erst der EKinwirkung von Faulnisbakterien, selbst- 
yerstandlich nachdem vorher alkalisiert ist, auszusetzen. Wir 
beabsichtigen, solche Versuche nicht durchzufiihren. 


Was nun unsere Versuche selbst anlangt, so wurde bei 
diesen, wie folgt verfahren: 

Aus dem Vorderteile eines gesunden, kriftigen Rindes 
wurden gréBere Fleischstiicke*) herausgeschnitten, aus diesen 
mit sterilen Messern wieder kleinere Wiirfel etwa in der 
GriBe von 1—2 Streichholzschachteln und etwa 2—3 Minuten 
lang in Alkohol gelegt. Danach wurden sie auf einem Rost, 
unter dem Gas brannte, sofort in sterile Schalen gebracht, die 
auBen mit Pflaster abgeschlossen wurden. 

Spiaiter wandten wir eine Methode an, die sich noch ein- 
wandfreier gestalten l4Bt. In sterile Glasschalen wurde etwas 





‘) Unsere Versuche waren unternommen, um eine priparative 
Methode zur Darstellung von Kiimmerer Porphyrin zu erhalten und 
in bezug auf die Bildung dieses Porphyrins abgeschlossen, als die 
Abhandlung Papendiecks erschien. 

*) Herrn Universitiitsprofessor Dr. Max Miiller vom stidtischen 
Schlacht- und Viehhof sind wir fiir seine liebenswiirdige Unterstiitzung 
und fachminnische Beratung bei der Beschaffung sterilen Fleisches zu 
groBem Danke verpflichtet. 








wo 
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verfitissigtes, bei 50° schmelzbares Paraffin gebracht, dann die 
frisch herausgeschnittenen, in Alkohol getauchten und ab. 
gebrannten Fleischstiicke hineingelegt und das heiBe fliissige 
Paraffin dariiber gegossen, so daB es den Fleischwiirfel vollig 
einschloB. Das Paraffin erstarrt sehr rasch und bleibt auch 
im Brutschrank starr. Wenn man die steril gebliebenen Stiicke 
nach einigen Wochen herausnimmt, so haben sie einen vor- 
ziglichen Geruch nach frischem Beefsteak, zeigen keine Spur 
von Faulnisgestank. Zur Kontrolle auf Sterilitit wurde das 
Fleischstiick mit sterilem Messer durchschnitten, die Schnitt- 
fliche mit der Platinise bearbeitet, die dann auf eine ge- 
wohnliche Agarplatte und eine Drigalskiagarplatte ausgestrichen 
wurde, auBerdem wurde in fliissigen Hirnbrei und Tarozzi- 
houillon verimpft und diese beiden in anaerobe Bedingungen 
gebracht. 

Beziiglich der bakteriellen Resultate ist zu bemerken, dab 
wohl in einigen Proben mit starker Porphyrinbildung sich 
einwandireie Sterilitét feststellen lie®, daB aber sehr hiufig 
aerobe Bakterien, besonders der Subtilisgruppe auf den 
aeroben Agarplatten wuchsen. Es sind in der tierarztlichen 
Literatur nicht wenig Arbeiten erschienen, die sich mit der 
Sterilitat von Fleischstiicken befassen, die unter aseptischen 
Bedingungen aus einem frisch geschlachteten Tier heraus- 
geschnitten wurden. Da8 man auch in anscheinend ganz ein- 
wandfrei entnommenen Stiicken Keime finden kann, darin 
stimmen so ziemlich alle Autoren iiberein, nur iiber die quan- 
titativen Verhiltnisse und die Ursache des EKindringens der 
Mikroben herrscht keine EKinstimmigkeit. 

Schon 1909 schlieBt Conradi!) aus seinen Ergebnissen, 
daB in den normalen Organen gesunder Schlachttiere, in Leber, 
Muskel, Nieren, Lungen usw. Bakterien vegetieren kénnen. 
Auch andere fanden bei Verwendung des Conradischen An- 
reicherungsverfahrens im Fleisch gesunder Tiere Keime u. 2. 
auch Coli. Amoko?) stellte besonders Streptokokken, Staphylo- 


) Miinch. med. Wochenschr. Nr. 26 (1969). 
*) Zs. f. Hygiene u. Inf.-Krankh. Bd. 66, S. 166 (1910). 
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kokken und B. coli fest. Horn?) fand bei Proben, die 6 bis 
91 Tage aufbewahrt waren ohne Anreicherung in 25°/,, mit 
Anreicherung in 54,17°/, Keime, besonders Kokken, Coli und 
Anaerobier. Andere Autoren fanden auch oft Mesentericus 
vulgaris. 

Sehr eingehende Untersuchungen stellte Trawinski?’) an, 
er fand sogar in 90,4°/, die Fleischproben keimhaltig. Wurde 


jedoch das Fleisch vorher im Kihlraum aufbewahrt, so ver- 


ringerte sich die Keimzahl auf 13,3°/,. Auch er stellte iiber- 
wiegend B. coli fest. Zu einer abweichenden Ansicht kommen 
Bugge und Kissig.*) Sie fanden besonders im Gegensatz zu 
rawinski nur bei 3,2 °/, der Fleischproben Verunreinigung 
mit Bakterien. Nach ihrer Ansicht waren ihre Ergebnisse 
deshalb so viel giinstiger, weil die Tiere unter sterilen Be- 
dingungen getétet wurden. Sie stellten fest, daB von einer 
der Schlachtwunde entsprechenden Offnung des Blutkreislaufes 
aus eine Ansaugung der Bakterien und damit eine weitere 
Verteilung derselben im K6rper stattfinden kann. Es wurden 
von ihnen auch stets ausgesprochene Staubbakterien, wie Proteus, 
Subtilis, Mesentericus vulgaris gefunden. Eine intravitale In- 
fektion erscheint ihnen unwahrscheinlich. Das ist ungefahr 
der Stand unserer Kenntnisse iiber die Fleischsterilitit und 
man darf danach annehmen, daB viele Fleischstiicke bei noch 
so steriler Entnahme infolge der gewerbsmiBigen, keineswegs 
sterilen Schlachtungsmethode mit Bakterien verunreinigt sein 
werden. 

So verwunderten wir uns nicht, da wir in Proben, die 
sicher nicht gefault waren, und vorziiglich rochen, éfters Sub- 
tilis und hier und da auch spirlich anaerob gewachsenen 
Bakterien fanden. Trotz dieser Bakterienbefunde ergaben aber 
die Untersuchungen des einen von uns (Kimmerer) iiber die 
Entstehungsbedingungen des Kimmererporphyrins, daB es sich 
bei den nicht gefaulten Proben nur um autolytische, nicht 
bakterielle Entstehung handeln kann. Es wurde in der Regel 


') Zs. f. Inf.-Kr. usw. der Haustiere Bd. 8 (zit. nach 2) (1910). 

*) Zs. f. Fleisch- u. Milchhygiene XX XIII. Jahrg., H. 12, S. 99 (1923). 

’) Zs. f. Fleisch- u. Milchhygiene 1912, 1919, 1920, 1921. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXXXIX. 8 
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nur eine Bakterienart aus den Fleischproben heraus geziichtet, 
meist Subtilis. Zahlreiche friihere Versuche Kimmerers er. 
gaben aber, daB einzelne Arten, insbesondere Subtilis, niemals 
Porphyrin zu bilden imstande sind. Dann wurde von Kammerey 
festgestellt, da& die Bildung des Fiaulnisporphyrins nur be; 
alkalischer Reaktion vor sich geht und stets eine lackmus. 
alkalische Endreaktion von p,, = 7,3 zeigt, wihrend die Auto. 
lysenversuche stets eine lackmussaure Endreaktion von p,, = 6,( 
ergaben, auch wenn einzelne nicht zur Vermehrung gekommene 
Bakterien im Fleisch vorhanden waren. Es kommt noch hinzu, 
daB es viel schwerer gelingt, aus dem Muskelhimoglobin Por. 
phyrin durch Faulnis zu erhalten als aus dem Bluthimoglobin, 
Hat man einen guten bakteriellen Faulnissynergismus zur Ver- 
fiigung und verimpft damit einmal eine Blutbouillon und dann 
eine Aufschwemmung von Muskelbrei in Bouillon, so erhiilt 
man nach den Ergebnissen von Kimmerer nach 5 Tagen 
aus Blutbouillon reichlich Porphyrin, aus Fleischbreibouillon 
keines. Wahrscheinlich behindert die Fleischmilchsiure irgend- 
wie fiir die Porphyrinbildung wesentliche Bakterien im Wachs- 
tum, so daB sie nur ganz langsam sich bis zu wirksamen 
Mengen vermehren. Wenn im Darm die Fiaulnisporphyriv- 
bildung auch aus Fleisch leichter und schneller gelingt, s0 
liegt das vielleicht mit an der Neutralisation der Fleisch- 
milchsiure infolge der in der Regel alkalischen Reaktion der 
unteren Darmabschnitte. 


Versuche. 


Von den zahlreichen Versuchen, die entsprechend der 
oben angegebenen Technik angesetzt wurden, beschreiben wi 
nur einige. Die Befunde waren immer gleich. Stets wa! 
spektroskopisch nach 10—11 Tagen Kimmerers Porphym 
intensiv und eindeutig zu beobachten, ebenso bei der Autolyse 
bei 50°. Das Koproporphyrinspektrum tritt erst spiiter aul 
nach etwa 6 Wochen, bei den Versuchen bei 50° schon nach 
10 Tagen. Eine Isolierung von Kimmerers Porphyrin 1! 
reinem krystallisierten Zustand wurde bei diesen Versuchet 
nicht angestrebt, ebensowenig wie die von Koproporphyri2. 
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Bei letzteren diirfte die vorhandene Menge auch schwerlich 
fir die Isolierung ausreichend sein. Fiir Kimmerers Por- 
phyrin haben wir inzwischen das Entstehen bei der Hefe- 
autolyse nachgewiesen, wo die Isolierung in reinem Zustand 
sicherlich auf keine besonderen Schwierigkeiten stoBen wird. 
Durch den Beweis der Identitit des komplexen Hisensalzes 
des Esters von Kiimmerers Porphyrin mit dem des Esters von 
Qoporphyrin bzw. Papendiecks Porphyrin und die Uber- 
fihrung dieser in Mesoporphyrin ist ja auch die Stellung von 
Kimmerers und der beiden anderen Porphyrine in den Grund- 
ziigen festgelegt. 

Ktwa 40 g Rinderfleisch wurde am 8. 2. 1924 zur sterilen 
Autolyse nach der oben beschriebenen Paraffinmethode an- 
gesetzt. Am 29. 3. 24 war die Probe vollkommen geruchlos. 
Ks fiel auf, daB dieser Versuch nicht so weich war wie sonst. 
An der Oberfliiche zeigte sich ein griingelber Schimmer. Im 
Mikroskop zeigte sich, daB die Muskelfasern im ganzen er- 
halten sind. Es wurde nun in einer Reibschale zunichst mit 
Alkohol verrieben. Der Alkohol zeigte folgendes Spektrum: 

I. 588,6—575,8 ; I]. 552,1—537,4 ; Ende nicht mit Sicherheit 

582,2 544,7 
erkennbar, ungefiihr bei 480,0. 








Der Riickstand wurde nun mit Eisessig—Ather angerieben, 
abfiltriert und die braunrote eisessig-iitherische Lésung durch 
Zugabe von Wasser entmischt, das Porphyrin in 5 °/,ige Salz- 
siure geschiittelt und durch Abstumpfen mit Natriumacetat 
in Ather gebracht. Der Ather zeigte folgendes Spektrum: 

















I. 635,1—630,1 ; II. 625,8—620,8 (ziemlich schwach); 
632,6 623,3 
Ill. 588,7—580,5 ; 578,1—572,9 ; IV. 541,0—530,2 ; V. 510,83—490,9 . 
584,6 55,5 535,6 500,8 


Die Kulturen waren alle steril. 
2. Ein Autolysenversuch (etwa 30 g) vom 8. 2. 1924 wurde 
der Faulnis iiberlassen und am 7. 4. 1924 wie iiblich mit 


_ Eisessig—Ather verarbeitet. Das Spektrum im Ather war sehr 


schwach und zeigte folgende Streifen: 
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I. 633,3—627,5 ; II. 584,8—570,9 ; TI. 538,7—527,7 
630,4 577,6 538,2 
IV. 508,2—495,7 . 


501,9 











3. Etwa 60g Fleisch wurden nach der Paraffinmethode 
am 8.2. 1924 zur Autolyse angesetzt und wurden am 5.5. 1924 
verarbeitet. Die Reaktion auf Lackmus war deutlich sauer, 
Im Gewebe war Eisen mikrochemisch nachweisbar. Das Fleisch 
wurde in der Porzellanschale mit Glasscherben zerrieben, mit 
Kisessig—Ather aufgeriihrt und wie iiblich weiterbehandelt, 
Das Spektrum in Ather war folgendes: 


I. 635,2—629,4 ; IL. 627,7—622,2 (sehr schwach); III. 586,5—575,0 
632,3 624,9 580,7 
572,5—567,2 ; IV. 542,9—525,3 ; V. 516,4—484,4 . 
569,8 534,1 500,4 




















Ks kann somit keinem Zweifel unterliegen, daB hier 
spektroskopisch Koproporphyrin neben Kammerers Porphyrin 
zu beobachten war. Das _ bakteriologische Ergebnis war: 
Drigalskiagar steril, gewéhnliches Agar: subtilisartige Kolonie, 
Hirnbrei: vereinzelte kokkenartige Gebilde, Tarocci: praktisch 
steril nur vereinzelte, nicht niher definierbare Diplokokken 
gefunden. Diese Bakterien hatten sich offenbar im Fleisch 
nicht vermehrt und waren wohl zum Teil auch bei der Ab- 
impfung hineingeraten. 

4. 35g Fleisch, das am 8. 2. 1924 nach der Paraffin 
methode zur Autolyse angesetzt war, erwies sich am 13. 5. 1924 
noch frei von Faulnis. Unter Zusatz von etwas Wasser wurde 
es in einer Reibschale zerkleinert, mit Eisessig—Ather aui- 
genommen, filtriert und mit Wasser entmischt. Sodann wurde 
mit 5 °/,iger Salzsiiure ausgeschiittelt und die Porphyrine durch 
Abstumpfen mit Natriumacetat in Ather gebracht. Hier zeigte 
sich folgendes Spektrum: 


I. 634,9—629,2; II. (624,0—620,4) sehr schwach; III. 588,5—581,1: 
632,0 622,2 584,8 
578,5—573,4 ; IV. 542,0—530,6 ; V. 511,7—493,5 . 




















5175,9 536,38 , 502,6 











Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 117 


5. Etwa 40 ¢ Rindfleisch, das am 12. 3. 1924 zur Auto- 
lyse angesetzt war, erwies sich am 27. 5, 1924 noch frei von 
Fiulnis. Die Reaktion auf Lackmus war sauer, das Fleisch 
aber sehr hart geworden und es konnte nur miihsam in der 
Porzellanschale zerkleinert werden. Es wurde wie iblich mit 
Kisessig—Ather bearbeitet und zeigte der Ather wieder ein 
vielbandiges Porphyrinspektrum, dessen erste beide Streifen 
folyende waren: 


I. 637,2—628,8 ; Il. 624,1—620,0 (sehr schwach). 
633,0 622, 








Das bakteriologische Ergebnis war folgendes: Drigalski- 
agar: negativ, gewohnlicher Agar: subtilisartige Kolonie. Hirn- 
brei: einzelne lange Stiibchen ohne Sporen (wohl Subtilis). 

6. Etwa 30g Rindfleisch wurden vom 14. 5. 1924 bis 
27.5. 1924 bei 50° der sterilen Autolyse unterworfen. Das 
Fleisch war sehr weich geworden, war aber auffallend wenig 
gefirbt. Die Reaktion auf Lackmus war deutlich sauer. Das 
Fleisch wurde im Porzellanmérser zerkleinert und mit EKis- 
essig—Ather wie iiblich verarbeitet. Doch ging nur wenig 
Farbstoff in den Ather. Derselbe zeigte folgendes Spektrum: 


I, 633,8—627,9 ; Il. sehr schwach, Maximum ungefihr bei 621,0; 














630,8 
Ill. 583,5—569,0 ; IV. 540,2—528,3 ; V. 509,0—487,4 . 
576,2 534,2 498,2 


Auf Seite 297 Zeile 5 der X. Mitteilung iiber Porphyrine 
ist durch ein Versehen des Setzers folgende Anmerkung unter- 
blieben: 


Neue Untersuchungen mit Herrn Fink haben diesen Satz voll- 
inhaltlich bestitigt. Koproporphyrin ist ein integrierender Hefebestandteil 
und wird von der Hefe beim Wachstum synthetisch gebildet. Kiimmerers 
Porphyrin dagegen scheint sekundir durch Autolyse tierischen Materials 
zu entstehen. Nihere Mitteilung folgt bald. H. Fischer, 
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I. Spaltung der Starke mit verschiedenen Amylasepraparaten. 


Das Problem, wie die enzymatische Spaltung der Stirke 
verliuft und welche Endprodukte gebildet werden, sind manch- 
mal bearbeitet worden, ohne ganz aufgeklirt zu sein. Hier 
unten werden noch einige Beitrige in dieser Frage geliefert, 
welche besonders die Fragen, ob mehrere Enzyme bei der 
Hydrolyse in Betracht kommen, und die nach der Verschiedenheit 
von Amylaselésungen verschiedener Herkunft behandeln. 

Die Maltosebildung bei der enzymatischen Spaltung der 
Stiirke hért bekanntlich auf, ehe alle Stiirke in diesen Zucker 
iiberfiihrt worden ist, im allgemeinen, wenn 60—80°/, gebildet 
worden sind. 
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In einer vorhergehenden Mitteilung!) hat der eine von uns 
einige Ergebnisse mit éinem aus ungekeimter Gerste herge- 
stellten Amylasepriparat vorgelegt. Mit diesem Priparate wurden 
nur 60°/, Maltose gebildet, und die Lésung wurde nie so voll- 
stindig depolymerisiert, daB sie nicht mehr von Jod blau 
gefirbt wurde. Auch Baker?) hat bei der Spaltung mit Enzym- 
extrakten aus ungekeimter Gerste keine vollstindige Hydrolyse 
erzielt, und er nennt den Teil, welcher nicht in Zucker iiber- 
fiihrt wird, ¢«-Amylodextrin, welche sein Molekulargewicht unter 
2000 hat. Wendet man dagegen Amylase aus gekeimter 
Gerste an, Malzausziige, so geht die Zuckerbildung weiter, man 
erhilt 70—80°/, Maltose und dabei wird auch der andere 
Teil der Starke so weit gespalten, da8 sie nicht mehr von Jod 
gefirbt wird. Nach Ergebnissen von Effront*) bilden Amylasen 
der rohen Samen, der Blatter und Kraiuter nur bis etwa 40°/, 
Maltose, wihrend die tierischen Amylasen und diejenigen ge- 
keimter Samen bis zu 71°/, verzuckern. Sjéberg‘) hat jedoch 
sezeigt, daB Amylasepriparate aus Knospen und Blittern eine 
weitgehende Spaltung beférdern, wenigstens wenn die Praparate 
aus jungen Pflanzenteilen stammen. 

In untenstehender Tab. 1 werden teils die Geschwindig- 
keit der Zuckerbildung, teils die Geschwindigkeit, womit die 


jodfirbenden Substanzen verschwinden, bei Spaltung léslicher 


Stiirke mit verschiedenen Amylaselésungen angegeben. & ist 


, 1 a ° 
die monomolekulare Konstante = = log ——_, wenn a gleich 


die in maximo gebildete Maltose gesetzt ist. d gibt die Anzahl 
Kubikzentimeter 2°/,iger Stirkelésung, die in 1 Minute so 
weit gespalten werden, da8 sie nicht mehr von Jod blau ge- 
firbt werden.5) Die Konstanten beziehen sich in beiden Fiillen 
auf 1 ccm Enzymlésung. In Beilagen nach dem Text sind die 
Primiirziffern zu finden. 


1) Sjéberg, Diese Zs. Bd. 131, 8. 116 (1928). 

*) Baker, Jl. chem. Soc. Bd. 81, 8. 1177 (1902). 

3) Effront, C. r. soe. de biol. Bd. 86, S. 274 (1922). 

‘) Sjéberg, Biochem. Zs. Bd. 133, S, 133, 294 (1922). 
5) Siehe Sjéberg, Biochem, Zs. Bd. 218, 5. 94 (1922). 
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Tabelle 1. 


» 



































Nr. der °/, Mal- 

Enzym-| Ausgangsmaterial | d k | d/k | tose in Anmerkungen Nr. é 

lésung maximo Bei 
1 ungekeimte Gerste |0,002]0,035] 0,06 62 nicht dialysiert 1, 1! 
2 desgl. 0 0,021} — 54 obensteh. dialysiert | 2, pi 
3 desgl. 0 0,032] — 61 dialysiert 3. 13 
4 gekeimte Gerste j0,95 |0,040]24 80 nicht dialysiert | 4, ) 
5 desgl. 0,010]0,011} 0,9 65 obensteh. dialysiert | 5, |; 
4 desgl. 0,95 10,027] 35 73  |mnach einer Woche | 6, 
6 desgl. 0,98 |0,033]32 76 nicht dialysiert | 1,1 


Die Enzymlésungen wurden durch Schiitteln der zer- 
kleinerten Gerste mit Wasser, 300 g Gerste auf 1000 ccm 
Wasser, waihrend 2 Tagen und nachheriger eventueller Dialyse 
durch Kollodiumhiilsen wihrend 2—3 Tagen bereitet. 

Das Reaktionsgemisch bestand bei der Bestimmung des 
Verzuckerungsvermégens aus 1—2 ccm Enzymlésung, 10 ccm 
Phosphatgemisch, p,, = 5,2, 25 ccm 2°/,ige Stirkelésung und 
Wasser bis 50 ccm. Hiervon wurden 5 ccm nach verschiedenen 
Zeiten abpitettiert und 15 ccm Sodalésung zugesetzt um die 
Enzymwirkung abzubrechen. Die gebildete Maltosemenge wurde 
nach der Bertrandschen Methode bestimmt. Bei Bestimmung 
von d wurde die von dem einen von uns friher beschriebene 
Methode angewendet.') Die Versuchstemperatur war _ stets 
18° C. 

Die obenstehende Tabelle deutet an, daB der erste Teil 
der Stirkespaltung, die Dextrinierung und die Zuckerbildung 
durch verschiedene Enzyme katalysiert werden, weil der Quotient 
d/k sehr variiert. In den beiden Versuchen mit Enzymlésung 4 
mit einwéchigem Zwischenraum ist d unverindert geblieben, 
das Verzuckerungsvermégen dagegen mit 32,5°/, vermindert 
worden. Die Versuche mit den Lésungen 4 und 5 zeigen, dal 
das Enzym, welches den ersten Teil der Hydrolyse katalysiert, 
bei der Dialyse leichter verloren gegangen ist als das zucker- 
bildende Enzym, wovon entweder Inaktivierung oder leichtere 


1) Sjoberg, a. a. O. 
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Dialysierbarkeit dieses Enzyms die Ursache ist. Mehrere Ver- 
suchsreihen, welche der Raum nicht gestattet hier mitzuteilen, 
haben dieselben Ergebnisse geliefert. Effront gibt an, dab 
wihrend verschiedener Stadien der Keimung im Verhiltnis der 
Verfliissigungsfahigkeit zur Verzuckerungskraft erhebliche Unter- 
schiede bestehen. E. Ohlsson!) teilt die starkespaltenden 
Knzyme wegen ihrer Temperaturempfindlichkeit in zwei Gruppen: 
Dextrinogenase, welche die Starke zu Dextrine spaltet, und 
Saccharogenase, welche die Maltosebildung beférdert. Auch 
Holmbergh?) ist es gelungen zwei Enzyme in Leberamylase 
zu unterscheiden. Bei Gegenwart von Jodionen wird die 
Stirke depolymerisiert, aber die Zuckerbildung wird zum 
créBten Teil gehemmt. Die Vergiftungsversuche von U. Olsson’) 
sprechen freilich nicht deutlich fiir die Zweienzymtheorie, aber 
sie schlieBen keine solche Méglichkeit aus. Bei Reinigung der 
Malzamylase haben Fricke und Kaja‘) Verschiedenheiten im 
Verhiltnis der Kartoffelstirke-Verfliissigungskraft zum Ver- 
zuckerungsvermégen in verschiedenen Reinheitsstufen gefunden. 

Es sind jedoch nicht nur die verschiedenen Stadien der 
Stirkespaltung, die Dextrinierung und die Verzuckerung, welche 
von verschiedenen Enzymen katalysiert werden, sondern wie 
obenstehende Tabelle zeigt, beruht die Spaltung mehr oder 
weniger vollstindig auf der Herkunft des Amylasepriparats. 
Die Geschwindigkeit der Zuckerbildung ist in allen angegebenen 
Fallen von derselben GréBenordnung, in den Versuchen aber 
wo die Amylaselésung aus ungekeimter Gerste bereitet ist, 
wird wie oben gesagt nicht alle Starke so weit gespalten, daB 
die blaue Jodfirbung aufhért oder es dauert sehr lange. Der 
Teil, welcher noch von Jod gefarbt wird, wird nicht durch Zusatz 
von mehr Enzym gespalten. Auch wird er nicht, wenn isoliert, 
von solchem Enzym angegriffen. Dagegen wird er von Amylase 
aus gekeimter Gerste zu etwa 60°/, in Maltose iiberfiihrt, wie 
Tab. 2 zeigt. 


') Ohlsson, C.r. soe. de biol. Bd. 87, S. 1183 (1922). 
*) Holmbergh, Diese Zs. Bd. 132, S. 1 (1924). 

5) Olsson, Diese Zs. Bd. 126, S. 29 (1928). 

‘) Fricke u. Kaja, Chem. Ber. Bd. 57, 8. 313 (1924). 
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Tabelle 2. 
_ 0), Malt N 
der Enzym- d k d/k die Ki wr — 
lésung in maximo | der Beilage 
2 0 0 — ~ 8, 18 
4 0,90 0,029 31 58 9, 19 
5 0,0075 | 0,010 0,75 43 10, 20 

















Ungekeimte Samen enthalten also nicht alle fiir die voll- 
standige Spaltung der Stirke notwendigen Substanzen, wiihrend 
dies in den keimenden Samen das Verhalten ist und hier also 
wenigstens noch ein Enzym vorhanden ist. 


II. Die Spaltung von ,Amylose“ und Amylopektin. 


Bei Behandlung der Stirke mit Malzamylase erhilt man 
also eine mehr weitgehende Spaltung, aber auch da werden 
nicht 100°/, Maltose gebildet, sondern an der Seite dieses 
Zuckers erhalt man einen anderen Kérper von etwa demselben 
Molekulargewicht. An anderem Ort?) hat der eine von uns 
niher iiber diese Substanz oder richtiger Substanzen berichtet. 
Man erhilt nimlich verschiedene Korper mit verschiedenen 
Ausgangsmaterialen. Die beiden Stirkekomponenten Amylo- 
pektin und ,Amylose“ liefern nicht dieselbe Substanz. Bei 
der Hydrolyse der ,Amylose“ wurde ein Kérper von Amylose- 
typus mit zwei Hexoseresten im Molekiil erhalten, welcher 
nach Pringsheim?) Dihexosan genannt wurde. Wenn Amylo- 
pektin gespaltet wurde, bestand der gebildete Kérper aus drei 
Hexoseresten und zeigte sich mit Pictets*) Trihexosan identisch. 
Diese beiden Kérper konnten, wenn isoliert, durch unsere 
Amylasepriparate nicht in Maltose tiberfihrt werden. Bei An- 
wendungen von Amylaselésungen, die nach hier beschriebener 
Methode hergestellt sind, ist es also nicht méglich 100°/, Maltose 
zu erhalten. Indessen sind Méglichkeiten nicht ausgeschlossen, 





') Sjéberg, Chem. Ber. Nr. 242 (1924). 
4) Pringsheim u. Wolfsohn, Chem. Ber. Bd. 57, S. 887 (1924). 
*) Pictet u. Jahn, Helv. chim. acta Bd. 5, 8. 640 (1922). 
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daB mit anderen Amylasepraparaten oder bei Gegenwart irgend- 
eines Aktivators oder Komplements die Hydrolyse so gelenkt 
wird, daB Maltose das einzige Spaltprodukt wird. 

Da man also bei der Spaltung der ,Amylose“ und des 
Amylopektins neben Maltose verschiedene Substanzen bekommt, 
liegt die Méglichkeit vor, daB diese beiden Starkekomponenten 
yon verschiedenen Enzymen gespalten werden. Bei Beachtung 
der groBen Spezifitat der Enzyme ist es kaum wahrscheinlich, 
daB eine der a-Reihe zugehérige polymere Diamylose von 
demselben Enzym wie ein aus Triamylose aufgebautes Molekiil 
cespalten wird, wenn man voraussetzt, da diese wirkliche 
Grundk6érper sind und Verschiedenheit in der inneren Bindung 
der Hexosereste aufweisen. !) 

Bei Einwirkung verschiedener Knzympriparate in iibrigens 
eleichen Reaktionsgemischen aber mit teils Amylopektin teils 
,Amylose“ als Substrat wurden die in Tab. 3 angegebenen Er- 
gebnisse erhalten. Das Amylopektin und die ,,Amylose“ waren 
aus Kartoffelstirke nach der Methode von Gatin-Gruzewska?) 
hergestellt worden. 























Tabelle 3. 
Amylopektin »Amylose“ 
F Nr. der SG GREE acoter ore 
pe 0/ ek 0 “e . 
F Enzym |) Mal — . /, Mal —— Anmerkungen 
 losune Ie tose in 7 k tose in ee 
2 . Beilage : Beilage 
maximo maximo | 
2 10,016) 40 21 10,0165} 39 | 22 ~ 
6 |0,039) 88 23. 10,036 | 85 |; 24 _ 
7 0,043 | 46 25 0,061 40 | 26 aus gekeimter Gerste 
| nicht dialysiert 
8 0,048 75 27 0,048, 70 | 28 Speichelamylase 














In den Versuchen mit demselben Knzympriparat sind die 
gebildeten Zuckermengen gleich, unabhingig von dem Substrat, 
aber auch hier wird mehr Maltose gebildet, wenn die Spaltung 
durch Amylase aus keimender Gerste bewirkt wird. Die GréBe 
der Reaktionskonstanten sind auch in den Parallelproben recht 


‘') Pringsheim, Die Polysaccharide, 2. Aufl., Berlin 1923. 
*) Gatin-Gruzewska, C. R. Bd. 146, S. 540 (1908). 
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gut ibereinstimmend. Das kleinere Spaltungsvermégen der 
Amylase aus ungekeimter Gerste beruht also nicht darauf, 
daB nur die eine Komponente der Starke gespalten wird, oder 
darauf, daB die Komponente zur ungleichen GréBe angegriffen 
werden. Wegen der gréBeren Molekulargri&e des Amylopektins') 
hatte man erwarten kénnen, da8 dies langsamer depolymerisiert 
wurde. Eine solche Beobachtung ist auch von Sherman und 
Baker?) mit ihrem Amylasepriparat gemacht worden. Die 
hier angegebenen Reaktionskonstanten beziehen sich auf die 
Zuckerbildung, also auf ein spateres Stadium der Spaltung, 
und die ersten Stufen der Hydrolyse gehen in beiden Fillen 
viel schneller, was auch eine Voraussetzung fiir den mono- 
molekularen Verlauf der Maltosebildung ist. 

Die hier erhaltenen Ergebnisse verhindern trotz der 
Ubereinstimmung in Spaltungsgeschwindigkeit nicht die An- 
nahme von zwei Enzymen. Die beiden Stirkekomponente be- 
finden sich in der Natur stets zusammen, und es ist deshalb sehr 
wahrscheinlich, daB die eventuellen beiden Enzyme von ent- 
sprechender Stiirke sind und itibereinstimmende Eigenschaften 
haben. 


III. Verhalten zur Wasserstoff ionenkonzentration. 
Das Verhalten der Amylasewirkung zur Wasserstoffionen- 
konzentration des Reaktionsgemisches bei Spaltung der Stirke 
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1) Samec, Kolloidchem. Beihefte, Bd. 13, S. 271 (1921). 
*) Sherman u. Baker, Jl. Amer. Soc. Bd. 38, S. 1885 (1916). 
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ist von mehreren Forschern Gegenstand der Untersuchung 
gewesen. So haben Kuler und Svanberg’) ein Optimum 
des Verzuckerungsvermégens von Malzamylase bei p,, = 5 
gefunden. In Tab. 4 und Fig. 1 teilen wir Versuche mit, 
welche zeigen, daB die Empfindlichkeit gegen die Wasserstoff- 
ionenkonzentration dieselbe ist, mag entweder Amylopektin oder 
Amylose“ als Substrat dienen. Auch hier geben sich zwei 
verschiedene Enzyme nicht zu erkennen. Als Puffer dienten 
Phosphatlésungen. 




















Tabelle 4. 
Enzymlésung 7. 
Amylopektin » Amylose“ 
Pu . 
Rel. & der Beilage mah, & der Bailage 

3,5 35,0 | 29 40,6 | 44 
4.2 18,7 | 30 92,9 | 51 

5,2 100.0 | 381, 36, 41 1000 | 45, 52, 55 
6,0 98,5 | 37 100.0 53 

6,5 956 | 42 98,2 54 

6,5 os | “ 96,4 56 

7,0 85,7 | 38 87,5 | 46 

7,0 89,0 | 43 87,0 57 
1,35 — | - 12,2 | 58 

7.5 73,0 | 39 68,8 47 

8,0 55,0 32 56,3 48 

8.0 51,3 | 33 ~ | _ 

8,5 33,8 34 43,7 | 49 

8,5 39,7 | 40 38,9 | 59 

9,0 27,5 | 35 32,8 50 








IV. Die Affinitat zum Substrat. 


Fiir die Saccharasewirkung hat Michaelis?) die Annahme 
gemacht, daB das Enzym mit dem Rohrzucker eine Verbindung 
eingehe, die sehr labil ist, und in freies Enzym und die 
Spaltungsprodukte zerfillt. Er nimmt ferner an, daB die 
(Geschwindigkeit der Inversion proportional der jeweiligen Kon- 


') Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 110, S. 99 (1920). 
*) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1918). 








4 
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zentration der Substrat-Enzymverbindung ist. Die Gréfe des 
Teiles des Enzyms, welcher in diese Verbindung eingeht, wird 
durch die Affinitait des Enzyms zum Substrat bestimmt. Das 
Enzym hat indessen Affinitat nicht nur zu seinem Substrat, 
sondern auch zu den Spaltungsprodukten und anderen nale- 
stehenden Substanzen. Die Spaltungsprodukte wirken deshal) 
oft hemmend auf die Enzymwirksamkeit ein, da das Enzym 
sich zwischen diesen und dem Substrat verteilt, je nachdem 
die Spaltung fortschreitet. Die Affinitét zu den Spaltungs- 
produkten kann bestimmt werden, indem man vor Beginn der 
Reaktion diese zugesetzt und die Verzégerung der Reaktion 
miBt. Die Affinitét zum Substrat muBb, ehe die Reaktion so 
weit gegangen ist, daf& gréBere Mengen Spaltungsprodukte 
gebildet worden sind, bestimmt werden und wird deshalb durch 
die Anfangsgeschwindigkeiten gemessen. Nach Michaelis wird 
sie auf folgende Weise berechnet. Wenn [2] die Konzentration 
des freien Substrats bezeichnet, welche man gleich der Total- 
konzentration setzen kann, [#| die Enzymkonzentration, q die 
Konzentration der Substrat-Enzymverbindung und Kk, die 
Dissoziationskonstante dieser Verbindung, erhalt man 
_ [4] -[4] | 
[R] + Ky, 
Dieser Ausdruck muB proportional gegen die Anfangsgeschwindig- 
keit sein, unter der Voraussetzung, daB diese ein MaB der 
aktiven Enzymkonzentration, d. h. der Konzentration der 
Substrat-Enzymverbindung ist. Man kann dann setzen 
a 
[RR] + Ky, 





wo 
Pp 
v= SA) 
[E] 
ist. Diese Gleichung hat dieselbe Form wie diejenige, welche 
eine Dissoziationsrestkurve einer Siure bedeutet 


_ __[H'] 
e+e 
Setzt man folglich in einem Koordinatensystem log # als 
Abszisse und die relativen Anfangsgeschwindigkeiten als Ordinate, 
wo der gréBte Wert, welchen » erreicht, gleich 1 gesetzt wird, 
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so wird K durch die Abszisse fiir die Ordinate, welche den 
Wert 0,5 besitzt, angegeben. Die reziproken Werte dieser 


= Ky sind als Affinitiitskonstanten 





; — 1 
Dissoziationskonstanten k 


zu bezeichnen. 

Diese Theorie, welche in erster Anniherung fiir Saccharase 
silt, ist von Kuler, Josephson und Myrbiack?) weiter aus- 
cearbeitet worden, indem sie auch die Dissoziation des freien 
Enzyms beriicksichtigen. 

Die Michaelissche Theorie ist, wie gesagt, zuerst fiir 
Saccharase aufgestellt worden, aber kann auch auf andere 
Enzyme iibertragen werden. Wir haben versucht die Affinitit 
der Amylase zu ,Amylose“ und Amylopektin nach dieser mehr 
einfachen Theorie zu bestimmen. Die Sache stellt sich jedoch 
hier sehr kompliziert, wenn man bedenkt, daB man sowohl 
mit mehreren Enzymen als mit einem schon bald nach Beginn 
der Reaktion recht inhomogenen Substrate zu tun hat. Die er- 
haltenen Werte kénnen deshalb nur die GréBenordnung angeben. 

Die Bestimmung ist so ausgefiihrt worden, daB bei ver- 
schiedenen Substratkonzentrationen die in kurzen Zeiten ge- 
bildeten Maltosemengen festgestellt wurden. Man erhilt also 
ein Ma auf der Affinitiit des zuckerbildenden Enzyms zu den 
mehr hochmolekularen Bestandteilen des Substratkomplexes. 
Will man die Werte nach der Formel Michaelis berechnen, 
muS man die MolekulargréBe der Substanz, mit welcher ein 
Molekiil des Enzyms sich verbindet, kennen, da die Konzen- 
tration des Substrates in Normalitit angegeben wird. In 
diesem Falle ist dies nicht méglich, da man nicht weiB, wie 
die Spaltung verliuft, ob die Maltose durch Abspalten einer 
Dihexose von einem groBen Molekilkomplex gebildet wird, 
oder ob zuerst die gréBeren Molekiile in Tetra- oder Di- 
amylosen abgespaltet werden, und dann die Anhydridbindung 
aufgelockert wird. Wir haben deshalb in den unten an- 
gegebenen Werten die Konzentration in Prozent berechnet. 
Die Werte sind also nicht direkt mit solchen fiir andere 
Enzyme berechneten zu vergleichen. Es gilt hier auch in 


') Kuler, Josephson u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 134, S. 39 (1924). 
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erster Hand eine Vergleichung der GréBe der Affinitiit 2 | 
»Amylose“ und Amylopektin zu erzielen. 

Die erhaltenen Ergebnisse sind in den Tabb. 5 und 6 und 
Fig. 2 und 3 zu sehen und aus Fig. 4 und 5 sind die Werte § 
von A, genommen. Die in den Tabb. 5 und 6 angegebenen 
Werte bezeichnen mg Maltose. Die Zusammensetzung der 
Lésungen war dieselbe wie friiher. 


Tabelle 5. 


» Amylose“. Enzymlésung 7. 


















































Minuten 0,10 0,25 0,50 1,00 2,00°/, 
a me Ge 3,60 7,40 9,40) 
6 — 2,00 7,90 15,10 15,50 
9 — — 12,25 22,70 21,80 
15 — 5,10 - sai i 
24 _ 6,55 — — _ 
35 0 — _— — — 
Rel. Geschwindig- 0 0,18 0,51 0,97 1,00 
keit nach 6 Min. ; 
Tabelle 6. 
Amylopektin. Enzymlésung 7. 
Minuten 0,15 0,25 0,50 1,00 2,00°/, 
3 — — 6,00 8,45 8,50 
6 0,75 5,50 11,30 16,55 17,00 
9 — 8,10 14,15 26,50 27,00 
12 1,25 11,00 _— — — 
Rel. Geschwindig- 0,04 0,32 0,62 1,00 1,00 
keit nach 6 Min. 

















Man erhilt also folgende Werte von X,, niimlich fir 
Amylopektin 0,40 und fir ,,Amylose“ 0,50, und von Ky bzw. 
2,5 und 2,0. Diese Werte sind unter der Voraussetzung be- 
rechnet, daB das Enzym in beiden Fallen sich mit einem 
Molekiil derselben GréBe verbindet. Nimmt man an, daB die 
Molekiile des Amylopektins gréBer sind als diejenigen der 
»Amylose“, so wiirden sich die Werte noch mehr unterscheiden. 
Josephson?) hat gezeigt, daB Saccharase, die sowohl Rohr- 


') Josephson, Diese Zs. Bd. 136, S. 62 (1924). 
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Abb. 4. , Amylose” 


oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXIX. 9 


Abb. 5 Amylopektin. 
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zucker als Raffinose spaltet, zu diesen beiden Zuckern dieselben 
Affinitatskonstanten hat und schlieBt daraus, daB man es hier nur | 


mit einem Enzym zu tun hat. 


Die Verschiedenheit der Affi- 


nitatskonstanten der Amylase zu den beiden Substraten sprichit 
fir eine Annahme von 2 Enzymen, doch ist sie, besonders, 
wenn man bedenkt, daB die Versuchsfehler hier ziemlich grof 
sind, nicht so bedeutend, daB sie in dieser Hinsicht ausschlag. 
gebend werden kann. 


V. Die Affinitat zu Maltose und Glucose. 
Vor Beginn der Reaktion wurden Maltose und Glucose in 


verschiedenen Mengen dem Reaktionsgemisch zugesetzt. 
Ergebnisse sind in untenstehenden Tabellen zu finden. 


Die | 


















































Tabelle 7, 
Amylopektin. Enzymlésung 7. a@ = 35,0 
> Maltose 0 0,5 1,0 2.5 
ans senna § i tenets r fants ie La sae 
; mg mg | mg mg 
Minuten Maltose i Maltose | k Maltose i Maltose 
5 14,0 | 0,044 | 12,5 | 0,038 | 11,1 | 0,088 7,0 
10 22,7 0,045 21,4 0,041 16,6 0,028 12,4 
20 29,5 | 0,040 | 27,6 | 0,034 | 27,0 | 0,082 18,4 
1250 365 — | 339  — | 356 | — 33,9 
k, Mittel — | 0,043 — | 0,038 — | 0,031 _ 
k, rel. — | 300 — | 88,4 — | fen — 
Tabelle 8. 
»Amylose“, Enzymlésung 7. @ = 35,0. 
°/, Maltose 0 0,5 2,5 
mate eeeerven , ae | 
{i =e = wd . 
a Fi | * Maltose | ' Maltose | ‘ 
5 14,0 0,044 | 12,9 | 0,040 7,0 | 0,019 
10 21,3 0,041 20,9 0,040 9,0 0,013 
20 39,5 0,044 27,3 0,033 20,5 0,019 
7 1250 36,5 | _— 38,7 — 7 36,2 as Face 
k, Mittel — | 0,043 _ 0,038 — | 0,017 
k, vel. -_ 100 te 88,4 -— | oO 
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Tabelle 9. 
»Amylose“. Enzymlésung 7. a@ = 35,0. 
o/, , Maltose 0 1,0 
, mg ‘ ing 
Minuten Maltose ‘ Maltose & 
mon _—_ | l = 
5 9,3 0,027 6,8 0,019 
10 20,1 0,037 12,7 0,020 
20 27,0 0,032 25,6 0,029 
1400 35,8 —_— 35,0 — 
i, Mittel ne 0,032 ae | 0,023 
I, rel. - 100 _ 71,9 
Tabelle 10. 
Lésliche Stirke. Enzymlésung 4. a = 38,5 
» Maltose 0 1,0 2,5 
= : acini 
Mi mg | P mg mg k 
mieties Maltose ; Maltose Maltose , 
10 16,1 | 0028 | 12,2 | 0,017 9,0 | 0,0116 
20 29,6 | 0,032 26,5 0,025 ae ine 
30 33,5 | 0,030 29,8 0,022 21,0 | 0,0114 
ef Oe fe ee 
:, Mittel — | 0,028 — | 0,021 — 0,0115 
I, rel. — | 100 « 2 oo. a 41,1 
Tabelle 11. 
Losliche Stiirke. Enzymlésung 4. a = 38,5. 
/, Glucose 0 1,0 2,5 
m | mg mg 
Minuten Maltose | . Maltose Maltose | . 
5 |. 90 | 0023 | — se yy a 
10 16,1 0,024 13,2 0,018 — — 
15 26,7 0,035 20,8 0,023 16,3 0,016 
20 ose — 24,2 0,022 23,5 | 0,020 
90 36,3 - 30,8 = 233 | — 
300) | 383) | — 39,5 _ ss | - 
i, Mittel o— 0,027 — 0,021 — 0.018 
k, rel. — 100 _ 77,8 — | 66,6 
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Tabelle 12. 





Lésliche Stirke. Enzymlésung 4. 






































friiher mitgeteilten Versuchen!) mit 
























































') Sjoberg, Diese Zs. Bd. 131, 8. 116 (1923). 


° , Maltose 0 1,0 2.5 5,0 
ccm ccm ecm | ccm 
Minuten |Stirkelés.! d |Stirkelés.; d |Stiirkelés.| d | Stiirkelis, 
in limes in limes | in limes | in limes 
5 4,0 | 0,80 ome one _ _ = a 
6 ms : aed? oes 3,5 | 0,58 - 
Q — ne 75 =| 0,83 5,0 0,56 3.0 
10 10,0 1,00 = es ssi et a 
12 we — 9,0 | 0,75 7,5 0,638 5,0 
15 — — — — —_— 7.5 
d, Mittel : 0,90 ni so | 0,59 a 
d, rel. i 100 os oe 65,6 oe 
Tabelle 13. 
Lésliche Stirke. Enzymlésung 4. 
°/, Glucose 2,5 5,0 
Nitin cem Stirkelés. d cem Stirkelés. d 
in limes in limes 
6 4,0 0,67 3,5 0,58 
9 5,5 0,61 5,0 0,56 
12 8.0 0,67 6.5 0,54 
d, Mittel _ | 0,65 - 0,56 
d, rel. — | 72,2 oo 62,2 
Aus den Tabellen 7—10, welche ae 7 
: : ; ; wre | 
in Fig. 6 graphisch dargestellt sind, | | | 
kann man sehen, daB die Zucker- ' Po 
° x | 
bildung durch Maltose zu dem- go Phi Sika Soe 
° | 
selben Grad gehemmt wird, wenn | I 4 
: 60 | aa 
entweder Amylopektin, ,, Amylose“ | i oe 
oder lésliche Starke als Substrat ol =. | | Ng 
dient. Die Affinitat zur Glucose | | 
ist nicht so groB als diejenige zur | | 
Maltose, was aus Tabelle 10 und 11 ; | - —- 
hervorgeht. Dies stimmt auch mit Abb.6 Amylopektino Zucker 
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anderem Knzymmaterial. Es ist auch zu bemerken, dab die Mal- 
tosebildung gleich grof ist, unabhingig von der zugesetzten Zucker- 
menge. Dies zeigt, da8 das Aufhéren der Zuckerbildung nicht auf 
einem Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Produkten beruht, 
denn unter solcher Voraussetzung wiirde weniger Maltose in den 
Fillen gebildet werden, wenn Zucker zugesetzt war, sondern 
darauf beruht, daB neben der Maltose andere Produkte gebildet 
werden. Aus den T'abellen 10 bis 13 ist ersichtlich, daB die ersten 
Stadien der Spaltung nicht so kriftig durch Maltose und Glucose 
gehemmt werden als die Zuckerbildung, was auch dafiir spricht, 
da8 die Hydrolyse durch mehrere Enzyme katalysiert wird. 


VI. Zusammenfassung. 


In dieser Untersuchung sind Spaltungsversuche von lés- 
licher Starke, Amylopektin und ,, Amylose“ mit Amylasepriparaten 
aus ungekeimter und gekeimter Gerste ausgefiihrt worden. Ks 
wurde gezeigt, dafi Amylase aus ungekeimter Gerste keine so voll- 
stiindige Spaltung als Amylase aus keimender Gerste hervorruft. 
Auch mit der letzteren wurden nur in maximo 80°/, Maltose ge- 
bildet. Dies beruht nicht darauf, daB die eine der beiden Stiarke- 
komponenten vollstandiger gespalten wird, weil Versuche mit 
diesen zeigten, daB beide mit unseren Enzympraparaten und in 
1°/, igen Lésungen mit gleicher Geschwindigkeit und zu demselben 
Betrag verzuckert werden. Sowohl die Verinderlichkeit im Ver- 
haltnis des Dextrinierungsvermégens zum Verzuckerungsver- 
mégen in verschiedenen Knzympriparaten, wie die verschiedenen 
Hemmungen dieser beiden Vermégen durch Maltose und Glucose 
spricht fiir die Annahme von 2 Enzymen, welche bei der Hydrolyse 
der Stiirke wirksam sind. In Reaktionsgemischen, welche teils 
Amylopektin teils ,Amylose“ als Substrate enthielten, wurde die 
Kmpfindlichkeit des Verzuckerungsvermégens zur Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésung untersucht, und konstatiert, daB 
die Art des Substrates keinen EinfiuB ausiibt. Die Affinitit des 
verzuckernden Enzyms teils zum Substrat teils zur Maltose und 
(Glucose wurde untersucht und dabei zeigte sich, daB die Aftinitat 
zum Amylopektin und zur ,,Amylose* von derselben GréBen- 
ordnung aber nicht ganz dieselbe ist. 
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VII. Beilagen. 
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© | S 4 8 ca = © ; 
E} Be | eles! , [em 8] Be | elos] , |Z! 
E | merkungen | 5 a'S | 3 5 =|rechnungen] 6 |=] ~“ | 5 
4. al « ae 4 =] = a 
277 5 cem En- 5} 15.1} 0,049 38f 1 cem En- 10] 19,4) 0,045 | jy. 
| zymlésung 17} 29,2) 0,046 zymlosung 20] 24,6} 0,087] 51 
; 25 30,9 — Pu = 8,0 300 27,1 — 
60]34,3) — a $300; — | 
240}34,0| — 0.041 
1400} 39,9] - 
I" a 35,0 34} 1 eem En- 15 | 18,4 0,028 hve 
0.048 zymlésung 30 | 24,8} 0,025] 32: 
; Pr = 8,5 a 30,0 — 
284 5 ecem En- 5 16,3 0,054 0.027 | 
' JU2% | 
| zymlosung 17 | 28,3} 0,042 
| 25/283] - 351 1 eem En- | 15]16,9} 0,024 [An 
60} 31,8 zy mlésung 30} 22,7} 0,020] 27 
‘ 240 31,5 = Pu = 9,0 a 30,0 — 
1400 } 36,9 “ 0,022 
\ a 18591. — 
| 0.048 36} 1 eem En- 57 13,5] 0,063 | kre. 
zymlésung 10} 22,9} 0,063 | 100 
ae 1 ecem En- 5 9,5 0,088 k,yrel,. Pu = 5.2 20 28,0 ms 
| zymlosung 10]138,0] 0,025] 35,0 1200} 33.4] — 
Pu = 3,0. 20 | 20,4 | 0,025 a 130,0} — 
Ci 3 —_ 
pe als a 30,0 0,063 
uftert. ) 0,028 
37 J “n- c 92 vs 
so} 1 cem En- 5] 15,6] 0,06414,rel wae ons _ . ne ra 7 
zymlésung 10 | 22,8} 0,062 | 78,7 zym we 8 nig 0,062} 9, 
Py = 4,2 20425,6, — Pa = ee. ~ 
a {30.0} — + 
12 
0,063 il 
1] 1cem En- | 5418,6] 0,084] z,rel. 38] 1 cem En- | 5 }13,0) 0,049) f,1 
zymlosung 10} 24,8] 0,076] 100 zymldésung 10 | 22,2} 0,059] 85, 
Pr = 5,2 20425,0] — Pu = 7,0 20} 25,6) — 
a 430,0} — a@ 430,00] — 
0,080 0,054 
2} 1 ecem En- 5112,7] 0,048} 4%,rel. 39] 1 cem En- 5 712,5] 0,046 
| zymlésung 10}17,7} 0,039} 55.0 zymlésung 10 | 19,5 | 0,046 | 73," 
Pr = 8.0 20 19,8 ne Pu = 7,5 20 20,5 — 
a 430,00] — a 130,00] — 
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at: Be- g zs = 5 z Be- g eA 4 5 
: ’ eipc| ; | 3h & | eles] * |2e 
+ 8) merkungen | .4 |" & 2 5 = | merkungen | ;= = = 
aA = = a FZ, = a. ea 
inf 1 com En- | 10 | 13,0] 0,025}%, rel. 47] 1 cem En- | 10] 19,8] 0,047] Z,rel. 
51] zymlésung | 20 | 20,4] 0,025] 39,7 zymlésung 20 | 25,5} 0,041} 68,6 
py = 8,5 $5 1951) — Py = 7.9 10}29,0] — 
a |30,0} — a |30,0] — 
0,025 0,044 
: ; 8 2c in- 8 YER : 
Mf icom En- | 5 [13,0] 0,049] 4, rel. 7° sie En- | ep nine ri 
39M] zymldsung | 10 | 20,4] 0,049] 100 “yo ery je si 051} 96,5 
Ny = 5,2 20 [25,5] 0,041 OE Re a in 
a 130,00} — , ee 
—— a |30,0] — 

) 0,046 
kell 0,036 
27 icem En- | 5 | 13,4) 0,051}4, rel. 491 1 com En- | 10] 16,3] 0,034] 4, rel. 

. rymldeung 10 _ 0,042 | 95,6 zymlésung 20] 18,4] 0,021} 43,7 

I Py = 6,5 20 | 25,1} 0,039 Pr = 8,5 40 | 23,1 — 

| a |30,0} — a 1300], — 
kre 0,044 0,023 
104 os 

tee Bas 5 [11,9] 0,044} 4, rel. 50] 1 cem En- 15} 16,4) 0,023 | 4,rel. 

}zymlisung | 10 | 18,9] 0,043] 89,0 zymlésung | 30) 21,6] 0,018) 32,8 

Pu = 4,0 20 | 24,31 0,036 Pu = 9,0 60} 25,7] — 

0,041 0,021 
k,reé 4 " : - 51} 1 cem En- 5} 14,8] 0,059 | 4, rel. 
ieee Bae Bea ies ‘gecieiag zymlésung | 10] 19,3} 0,045] 92,9 
or - 12,7 0,024 40,6 Dy = 4,2 20/234) — 
Py = 9,0 ya 21,0 0,026 a 30,0 sss 
a {30,01 — 
, 0,052 
0,026 . , 
heya 52] 1 ecm En- 5] 13,9} 0,054 | /,rel. 
oop ccm En- | 5 | 15,7] 0,064] &, rel. zymlésung | 10] 21,9} 0,057} 100 
~Bymlisung | 10 | 23,0] 0,063] 100 Py = 5,2 20/22,8} — 
Pu = 9,2 20 | 26,6) — 1200} 50,6), — 
a | 30,0 —- a }{30,0 — 

: 0,064 0,056 
kel com En- | 5 | 14,8] 0,059] 4, rel. 53] 1 com En- 5] 14,5] 0,057 | 4,rel. 
73.) 2zymlosung | 10 | 21,0] 0,052] 87,5 zymlésung 10} 21,3} 0,054] 100 

Pi = 7,0 20 | 21,9] — Pu = 6,0 20) 23,6) — 

a 130,00} — a 1300} — 

0,056 0,056 
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= ct ae c on lan 
& D 5 ae © 2 A is 
El meh cen | 2 ISEL FE LES El aen cen | 2 /PS] & |B 
= | merkungen | .& ES S = | merkungen | .5 | =e ‘ he 
2 sn ysis ae £ OS ial Se 2 
54] 1 cem En- 5] 14,2] 0,057] &, rel 571] 1 ecem En- 5}12,2] 0,045] /: 2 
zymlosung 10 | 21,0] 0,052] 98,2 zymlésung 10] 20,2] 0,049] 87, 
Po = 6,5 20) 25,1) — Py = 7,0 20}21,9] — 
1200] 31,8); — a 1300} — 
a |30,.0}] — 0,047 
0,055 
58] 1 cem En- 51 10,4] 0,037] i 
zymlésung 10} 18,4] 0,041] 79; 
55} 1 ecm En- 51 13,6] 0,052 | 4, rel. vi - cae me aS @ 
. ns 54 H = 6,9: ~ — 
yeoones pe oar 0,055 {| 100 300] 25,7] — 
Pir = 9,2 . 24,0 wes a 130,00} — 
a 30,0 Si i oe eee 
0,039 
0,054 , 
59] 1 cem En- | 154 16,5] 0,023] 4. 
56] 1 cem En- 5113,6] 0,052] k, rel. zymlésung 30 | 22,0] 0,019} 335 
zymlésung 10] 21,0] 0,052] 96,4 Pu = 8,5 60] 23,7) — 
Pu = 6,5 20}22,5] — 300] 24,5] — 
a 'e01 — a }300] — 
0,052 0,021 



































VIII. Nachtrag. 


In einer soeben erschienenen Mitteilung von Pringsheim 
und Beiser?) teilen sie gleiche Versuche mit, aber sie sind 
mit ihren Amylasepraparaten zu dem Ergebnis gekommen, dab 
die ,, Amylose“ schneller und auch ohne Komplement quantitativ 
in Maltose umgewandelt wird als das Amylopektin. Das Grenz- 
dextrin mu8 nach ihrer Meinung ein Bruchstiick des Amylo- 
pektins sein. Wir miissen hierzu sagen, da8 unsere friiher 
ausgesprochene Annahme, daB mit anderen Amylasepraparaten 
als den unsrigen die Spaltung auf einen anderen Weg gelenkt 
werden kénne, sich bestitigt hat. Sowohl unsere hier mit- 
geteilten Versuche, wie die an anderem Ort mitgeteilten 


1) Pringsheim u. Beiser, Biochem. Zs, Bd. 148, 8S. 336 (1924). 
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Versuche von Sjéberg}) zeigen indessen deutlich, daB 
,Amylose* nicht mit jedem Amylasepraparat vollstindig in 
Maltose umgewandelt wird, sondern daB man auch bei 
der Hydrolyse dieser noch eine andere Substanz erhalten 
kann, Die aus dem Amylopektin einerseits von Pringsheim 
und Beiser, anderseits von Sjéberg gewonnenen Rest- 
kérper sind trotz kleinem Unterschied im Drehungsvermégen 
deutlich dieselben. 


1) Sjéberg, Chem. Ber. Nr, 242 (1924). 








Zur Kenntnis der Stabilitat der Hefenkatalase. 
Von 
Keizo Nakamura. 
Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1924.) 


[he Temperaturstabilitiit der Katalase wird, wie diejenige 
anderer, in rein waBriger Lisung oder in waBriger Pufterlésung 
betindlicher Enzyme angegeben durch die Inaktivierungskon- 
stante fv. 

Diese Konstante wird berechnet!) aus der Reaktions- 
konstanten &,, die das betreftende Enzym vor der Erwarmung 
zeigt, und k,, welche gemessen wird an einer Enzymlésung, 
welche (unter optimalen Stabilitiitsbedingungen) wiahrend der 
Zeit ¢ bei einer héheren Temperatur gehalten worden war; 
und zwar sollte unter den einfachsten Annahmen die Be- 
ziehung gelten: 

1 


ko = — log “, 
; ce 


Kennt man den Temperaturkoeffizienten fiir ky, welcher 
— wie fir alle Enzyme — sehr grof ist, so kann man aul 
die Stabilitat des Enzyms bei Zimmertemperatur extrapolieren 
und erhilt wenigstens die GréBenordnung von hk, fiir diese 
Temperatur. In dieser Weise findet man, daB eine Anzahl 
der wichtigeren Enzyme bei gewdhnlicher Temperatur in 
wiBriger Pufferlésung innerhalb eines gewissen Aciditatsgebietes 
ziemlich stabil ist. Zu den weniger stabilen gehért, wie gleich 
erwihnt werden kann, die Katalase. 





') Vgl. hierzu Euler, Chemie der Enzyme, 2. Aufl, I. Teil, S. 175 uff 
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Berechnungen wie die eben erwihnte, sind hauptsichlich 
fir die in Lésung befindlichen Enzyme durchgefihrt worden, 
in einigen Fillen auch fiir Enzyme in lebenden Zellen. Dabei 
ist in erster Linie zu bemerken, daB viele der in der Zelle 
sleichzeitig anwesenden Stoffe eine gewisse Schutzwirkung aut 
das Enzym ausiiben, so da’ ke bei der gleichen Temperatur 
in der Zelle kleiner gefunden wird, als in wiBriger Lésung. 

Die Wirksamkeit eines einzelligen Mikroorganismus in 
pezug auf ein Enzym, hier speziell die Wirksamkeit der Hefe 
bzgl. eines Enzyms kann zunichst charakterisiert werden durch 
den Ausdruck 





Reaktionskonstante k — Reaktionskonstante &-g Substanz 
Zellenzahl Zellenzahl 
wie dies friiher in diesem Laboratorium beziiglich der Saccha- 
rase') geschehen ist. Bei der Katalase legen die Verhiltnisse 
nicht so einfach. ?) 

Bei der Autolyse der Hefe bleiben einige Enzyme zum 
sroBen Teil erhalten, z. B. die Saccharase, andere werden 
' schnell zerstért, z. B. die meisten Garungsenzyme und auch 
die Katalase. Die Mitwirkung der Katalase an den Girungs- 
vorgingen wird in diesem Laboratorium niher studiert und im 
Zusammenhang mit diesen Studien habe ich, einer Anregung 
von Prof. v. Kuler folgend, den zeitlichen Verlauf untersucht, 
nach welchem die Katalase waihrend der Hefenautolyse in- 
aktiviert wird. 

Bekanntlich nimmt die Katalasewirkung in Organbreien 
uid Organextrakten iiberhaupt ab, wie dies z. B. von Batelli 
und Stern) hinsichtlich tierischer Extrakte, von A. Bach und 
Zubkowa‘), sowie von Steppuhn und Timofejewa’) fir 

Blut niher untersucht worden ist. Uber die Art dieser Ab- 


1) Euler u. Cramér, Diese Zs. Bd. 88, 8. 437 (1913); Euler u. 
Svanberg, ebenda Bd. 106, S. 201 (1919). 

*) Euler u. Blix, Diese Zs. Bd. 83 u. zwar 87 (1919). 

3) Batelli u. Stern, Soc. Biol. Bd. 58, S. 235 (1905); Ergebn. der 
Physiol. Bd. 10 u. 12, S. 96 (1912). 

‘) Bach u. Zubkowa, Biochem. Zs. Bd. 125, S. 283 (1921). 

*) Steppuhn u. Timofejewa, Biochem. Zs. Bd. 136, S. 213 (1923). 
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nahme der Katalasewirkung in Organbreien und -extrakten 
und im Blut sind verschiedene Ansichten geiuBert worden, 
auf die wir noch zuriickkommen. 

Zunichst seien die bis jetzt gewonnenen Ergebnisse im 
folgenden kurz mitgeteilt. 


Versuchsbedingungen. 


1360 g Oberhefe wurden mit 680 ccm Wasser und 100 ccm 
Toluol angesetzt. 1 ccm des Autolysesaftes enthielt nach 
3 Tagen 46-108 Hefezellen = 0,1539 g Trockensubstanz. 

Alle Versuche wurden bei etwa 0° und bei einer Aciditit 
entsprechend p,, = 6,9 (gemessen im Reaktionsgemisch ohne 
Autolysesaft) ausgefiihrt. 

Zu 35 com Wasserstoffsuperoxydlésung (Normalitat gegen 
0,005 n-KMnO,-Liésung eingestellt) wurden 12 ccm m/150- 
Phosphatmischung zugesetzt. Nach Zusatz von 3 ccm Autolyse- 
saft wurden nach 5, 15 und 25 Minuten Proben von je 5 ccm 
dem Reaktionsgemisch entnommen, in je 5 ccm verdiinnter (2 1). 
Schwefelsiure einpippetiert und dann mit 0,005 n-KMnO,-Lésung 
titriert. 


Versuche. 


Die entscheidenden Versuche sind in umstehender T'abelle 
angegeben. 

Was die Konstanz der Reaktionskoeffizienten 4 betrifit, 
so hat G. Phragmén’) in diesem Laboratorium gezeigt, dab 
die Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds durch lebende Hefe- 
zellen sich durch eine Formel fiir Reaktionen 1. Ordnung dar- 
stellen l4Bt; dieser Befund wird durch meine Versuche mit 
hinreichender Genauigkeit bestatigt. 

Die Proportionalitat der Reaktionskonstanten mit der 
Hefenmenge geht aus den Versuchen von Phragmén (a. a. 0.) 
hervor, so daB die von mir im Autolysesa{t gemessenen Reaktions- 





1) G. Phragmén, Medd. Sv. Vet. Akad. Nobel-Institut (Arrhenius- 
Festschrift) Bd. 5, Nr. 22 (1919); siehe auch Euler u. Blix, ebenda und 
Diese Zs. Bd. 105, S. 83 (1919). 








konstanten unter den von Kuler?) friiher gemachten Vor- 
behalten als ein MaB des Katalasegehaltes angesehen werden 


Zur Kenntnis der Stabilitit der Hefenkatalase. 








kénnen. 
~ Dauer kmno, | .., | on. 
Minut b+ 104 
der Autolyse wine ecm | villas | BM, 
Versuch I 
0 5 19,00 _ 
15 10,40 262 0,0288 n. 
25 6,14 244 
11), Tage 5 22,00 — 
15 10,00 342 0,0285 n. 
25 5,50 301 
ee wy 5 21,45 -_ 
15 16,85 104 0,0278 n. 
25 13,50 101 
8 ” 5 21,40 = 
15 17,73 97 0,0277 n. 
25 15,01 76 
| 
oe oe 5 21,38 wen 
15 18,40 66 0,0276 n. 
25 15,50 70 
wm 4 5 21,36 — 
15 18,65 58 0,0276 n. 
25 16,79 53 
11 " 5 21,31 —— 
15 19,19 41 0,0275 n. 
25 17,59 41 
Versuch II 
0 5 17,51 — 
15 8,00 339 0,0226 n. 
25 3,82 330 
1'/, Tage 5 17,12 ‘un 
15 9,67 246 0,0222 n. 
; 25 5,77 237 
os 5 16,78 _ 
15 10,88 183 0,0222 n. 
25 7,09 187 
1) Euler u. Blix, Diese Zs. Bd. 105, S. 83 u. zwar 88 (1919). Ins- 
besondere muB auf den von Euler hervorgehobenen Umstand hin- 



































gewiesen werden, da8 Aktivatoren die Wirksamkeit von Katalase- 
lisungen mitbestimmen kénnen. 
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Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Ab. 
nahme der Reaktionskonstanten mit zunehmender Dauer dey 
Autolyse. 





ike 10% 
Dauer 





I If 


der Autolyse 
etwa 0,028 n-H,O, etwa 0,022 n-H,O, 


0 253 335 





1'/, Tage (322 242 
3 “ — 185 
6 108 

s 87 

9 nN 68 

10 i : 56 

1] bs 41 


Hierzu ist zuniichst noch zu bemerken, daf fast die ganze 
gemessene Katalasemenge auch bei schon fortgeschrittener 
Autolyse innerhalb der Zellen vorhanden war, wihrend der 
durch Filtration erhaltene zellenfreie Saft sehr wenig Katalase- 
wirkung zeigte.') DaB aus frischen Hefezellen keine Katalase 
austritt, hat Phragmén gezeigt. 

Auch in der letzten Zeit ist die Inaktivierung der Enzyme 
und ihr zeitlicher Verlauf, oft theoretisch nicht einwandfrei 
behandelt worden, obwohl die Grundlagen fiir eine exakte 
rechnerische Behandlung bereits seit lingerer Zeit bekannt sind. 

Unter der Annahme, da die Inaktivierungskonstante 4, 
sich fir Hefekatalase mit geniigender Anniiherung nach der 
eingangs erwihnten Formel berechnen laBt (eine Annahme, 
welche fiir dieses Enzym iiber 50° hinaus nicht mehr zutrifft), 
kann folgende Rechnung angestellt werden: 


1) Nach Trocknung der Hefe laB8t sich ein Teil der Katalase extra- 
hieren [W. Issajew, Diese Zs. Bd. 42, S. 102 (1904)]. Beziiglich der 
Léslichkeit der Katalase sei an O. Loews Annahme einer «-Katalase 
und #-Katalase erinnert, die auch Jorns [Arch. f. Hyg. Bd. 67, 8. 134 
(1908)] tibernommen hat. Notwendig diirfte eine solehe Annahme nicht 
sein, da auch zahlreiche andere Zellenenzyme zum Teil vom Protoplasma 
schwer abtrennbar und also nur zum Teil mit Wasser extrahierbar sind. 
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Fiir 50° und fiir eine Lésung, welche bei 70° inaktivierten 
Hefesaft als ,Schutzstoff“ enthalt, wird fiir Hefenkatalase /,. 
zu 0,0020:+ 0,0005 gefunden. (Da ke von Art und Konzen- 
tration der Schutzstoffe abhingig ist, hat eine genauere Fest- 
legung dieser Konstanten in diesem Zusammenhang keine 
reelle Bedeutung.) Fir die gleiche Lésung der Hefenkatalase 
ergibt sich der ‘Temperaturkoeffizient von Ag nach der 
Arrheniusschen Formel zu Q(= A) = 45000. Hieraus ergibt 
sich ke fiir 17° zu 0,000000002 (kc¢- 10° = 2). 

Mit dem Wert f, fiir 50° als Ausgangspunkt berechnet 
man fiir 17° die Zeit der halben Inaktivierung der Katalase 
zu 1,5-107-* Minuten. Durch graphische Interpolation der 
oben angegebenen Werte fiir die Reaktionskonstanten % ergibt 
sich als experimentelles Resultat die Zeit der halben Inakti- 
vierung zu rund 41/, Tagen oder 108 Stunden = 6480 Minuten. 
Wiirde also bei 17° nur die T'emperaturinaktivierung wirksam 
sein, so wire bei 17° eine etwa 200000 mal gréBere 
Stabilitit der Katalase zu erwarten, als tatsaichlich 
sefunden wurde. 

Hieraus ist der Schlu& zu ziehen, daB bei 17° Destruk- 
toren wirksam sind, welche in dem auf 70° inaktivierten Hefen- 
saft nicht mehr aktiv sind. Es ist dann nicht mehr eine 
ad hoc gemachte Annahme, sondern erscheint als die nichst- 
liegende Deutung, daB die bei Zimmertemperatur im Hefensaft 
wirksamen Destruktoren der Katalase enzymatischen Charakter 
haben. 

Kine solche Annahme ist denn auch beziiglich der Zer- 
stérung der Katalase im Blut gemacht worden, und zwar von 
A. Bach und Zubkowa (a. a. O.), welche darauf ein Verfahren 
zur Bestimmung von Proteasen des Blutes griinden wollen. 
Bach und Zubkowa stiitzen ihre Auffassung ihrerseits auf 
die Beobachtung von Wintig und Steche}), daB die Zer- 
stérung gereinigter Katalase durch Darmerepsin und Trypsin 
wesentlich beschleunigt wird. Aus dem Verhalten eines immerhin 
nicht sehr weitgehend gereinigten Katalasepraparates gegen 


1) Wintig u. Steche, Diese Zs. Bd. 93, S. 229 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIX, 10 
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proteolytische Enzyme Schliisse auf dessen Proteinnatur zy 
ziehen ist nicht unbedenklich. Auf Grund von Versuchen aus 
diesem Laboratorium, welche in anderem Zusammenhang mit- 
geteilt werden, muB hervorgehoben werden, daB die Annahme 
von Bach und Zubkowa, die Katalase des Blutes werde 
durch eine im Blut enthaltene Protease zerstért, nicht als 
bewiesen gelten kann’); beziiglich des Autolysesaftes der Hefe 
kann eine solche Annahme, nach welcher die zelleigenen Pro- 
teasen der Hefe ihre Katalase angreifen wiirden, nicht zu- 
treffen. 

Da andererseits an der Mitwirkung von Enzymen oder 
Stoffen von dhnlicher Labilitit bei der Zerstérung der Kata- 
lase im Autolysesaft wie oben (S. 145) gezeigt, kaum gezweifelt 
werden kann, so ist zu fragen, welches andere Enzym oder 
welcher andere labile Stoff des Autolysesaftes an der Zer- 
stérung der Katalase beteiligt ist. Die Versuche hieriiber 
sind noch nicht abgeschlossen; immerhin kann aber schon jetzt 
darauf hingewiesen werden, daf von den oxydierenden und 
reduzierenden Enzymen und Acceptoren der Hefe unter nor- 
malen Umstiinden mehrere die Katalase der Hefe im alternden 
Autolysesaft iiberdauern. Die Annahme, daB die Katalase, 
welche sowohl gegen oxydierende als gegen reduzierende Stoffe 
besonders empfindlich ist — es sei nur an ihr Verhalten zu 
Wasserstoftsuperoxyd erinnert — im Autolysesaft oxydativen 
EKinwirkungen, vermutlich enzymatischer Art, unterliegt, ist 
zwar noch nicht bewiesen, diirfte aber gegenwirtig den ‘Tat- 
sachen am besten Rechnung tragen. 


") Nachtrag bei der Korrektur: Zu diesem Ergebnis kommen in 
einer kiirzlich erschienenen Arbeit [Biochem. Zs. Bd. 146, S. 108 (1924) 
auch Steppuhn und Timofejewa). 
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Uber die Entstehung von Diketopiperazinen 
aus Polypeptiden unter verschiedenen Bedingungen. 
Von 


Emil Abderhalden und Ernst Komm. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Juli 1924.) 


Ks gelingt regelméBig, unter den Spaltprodukten von 
Proteinen in mehr oder weniger grofer Ausbeute Diketo- 
piperazine zu isolieren. Besonders giinstige Bedingungen fiir 
ihre Gewinnung stellt die Hydrolyse mit Wasser oder ver- 
diinnten Siuren bei héherer Temperatur dar. Wie stets be- 
tont worden ist, bleibt die Frage offen, ob es sich um Bruch- 
stiicke aus dem HiweiBmolekiil handelt, die vorgebildet sind, 
oder aber um Ringbildungen, die sekundir, zum Beispiel aus 
Dipeptiden gebildet werden. Selbstverstindlich schlieBt 
der Befund von Diketopiperazinen beim Behandeln 
von Dipeptiden unter uhnlichen oder gleichen Be- 
dingungen, wie sie zur Hydrolyse von Proteinen an- 
sewandt worden sind, nicht aus, daB trotzdem Ringe 
der genannten Art in den verschiedenen médglichen 
tautomeren Formen im EKiweifg zugegen sein kénnen. 
Immerhin war es durchaus notwendig, die Anhydridbildung 
aus Dipeptiden und auch héheren Polypeptiden eingehend zu 
studieren. Wie aus dem experimentellen Teil und unserer 
triheren Arbeit iiber dieses Gebiet!) hervorgeht, gelingt es 
in der Tat leicht, aus Dipeptiden Diketopiperazine 
zu erhalten und zwar unter Bedingungen, wie sie 
zum Teil bis jetzt nicht angewandt worden sind. Die 
folzende Ubersicht gibt die erhaltenen Ergebnisse wieder. 


') Diese Zs. Bd. 134, S. 121 (1924). 


10* 
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Behandeln mit Wasser im Bomben- | Behandel) fMilz* 
ofen. Dauer der Erhitzung stets 6 Stdn.} .1™@ Boul 
1 Lésungsniit 
bezogen 19 
Dipeptid Menge Ausbeute Te 
H,O a | = 
an Anhydrid 
bezogen Temp. Mol Hcgees 
aut oni bezogen dime | 
Kinwage Ergebnis die Einwmmb 
2x1) | 150—160° 90,7 /, _ £- 
5x | dto. 93,0 °/, 0.13 Mime! 
Glycyl-glycin 5x | 80—100° — ~~ 
5x | 200—230° Zersetzung — 
5x | 150-1609 | 84,4 %, 0,18 Mime? 
10x dto. | 82,2 %, 0,36 Mime’; 
20x dto. | tar, 0,45 Mage: 
Glycyl-d, l-leucin 10x 80—100° | _ 0,52 Mime! 
| teilweise Zer- 4 
10x 235—240° | setzung, Aus-]} 0,60 Mi» 
| beute gering 
10x | 180—200° 44,4 /, 1 Mol 
Glycyl-l-leucin 10x | 150—160° 66,6 °/, 0,36 Me i, 
| 0,36 Mime» 
d, l-Leucyl-glycin 10x | 150—160° at %, 1,0 Mol - 
| 2,0 Moll - 
ox | 150° | 326%, i Mol JP’ 
Glyeyl-d,1l-phenylalanin 20x | 150° | 32,6 °/, 24 Mom - 
| | 6 Mol 
| | 
d,1-Leucyl-d, |-leucin 10x | 160° =| 21,89, ™ 
d,l-Alanyl-glycin 10x | 150—160° | 90,7 %, - 
| allem Anschein 
d,1-Valyl-d, l-leucin 10x | 150—160° (nach keine An- 
| hydridbildung 
7 otic wR. 
Glycyl-d, l-aminocaprylsiiure 10x | 150—i60° | _— sil 
| | sehr geringe sie : 
Diglycyl-glycin 10x | 150—160° | Menge Gly- 


1) x = mail. 





cinanhydrid 
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Ijsiure-| Behandeln mit Schwefel- 


_ Menge} saure im Bombenofen. 

; 10fach, | Menge Lésungsmittel stets 
Einwage.| 10fach, bezogen auf die 
160° Einwage. ‘Temp. 150/160° 





sbente Mol H,SO, ~ Ausbeute . 


Kochen mit Wasser am Riickfiub- 
kiihler 


Dauer in Tagen und | 











an bezogen auf an M shiltni Ausbeute 
phydrid | die Kinwage Anhydrid engenverhaltnisse 
: — a 1 g in 10 ecm H,O | 0,05 g 
Beis, a of 1 Tage ! 
- —_ — 3,3 ¢ in 30 cem H,O Anhydrid mit 
-_ “a 7 Tage Pikrinsaure r. 
nachweisbar 
92,1 %/, | 
B44), 0,37 Mol | 66,6 °/, 1g in 10cem H,O | 0,10 g 
44°) 0,45 Mol | 60,8 °/, 7 Tage 
Bi), 0,55 Mol | 56,5 °°, 
13,8 °/, 10Mo. {| — 
a ae soo ee 1g in 10 cem H,O emt ¥ 
7 a8 aoe 2 
ule on Tage ose% 
13,3 
Bi) 4 
si * — 1 g in 10 cem H,O 0,10 g 








2 Tage 
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Schon beim Erwarmen mit Wasser ergeben alle ap. 
gewandten Dipeptide mit Ausnahme von d1l-Valyl-dl-leuzin 
das entsprechende Anhydrid in mehr oder weniger grofer 
Ausbeute. Selbst beim Kochen von Dipeptiden bei gewéhn- 
lichem Druck und einer Temperatur von 100° entsteht nach 
mehr oder weniger langer Zeit Diketopiperazin. Wir haben 
ferner Salzsiure und Schwefelsiure angewandt und diese Siiuren 
bei verschiedener Temperatur auf Dipeptide einwirken lassen, 
Die Ergebnisse sind in der erwihnten Ubersicht einzusehen. 
Erwahnt sei noch, daB wir Dipeptide mit 70°/,iger Schwefel- 
siure und auch konzentrierter Salzsiure bei Zimmertemperatur 
stehen lieBen. Es lie8 sich keine Anhydridbildung nach- 
weisen. Dieser Befund ist in Hinsicht auf die Feststellung, 
wonach Proteine nach erfolgter Einwirkung von 170°/,iger 
Schwefelsiure Diketopiperazine liefern, von groBer Bedeutung. 

Endlich haben wir damit begonnen, auch Tripeptide unter 
den gleichen Bedingungen auf die Bildungsméglichkeit von 
Anhydriden zu priifen. Diglycylglycin lefert in geringer Aus- 
beute Glycinanhydrid. Es liegen bereits Erfahrungen iiber 
andere Tripeptide vor, tiber die demniichst berichtet wird. 
Bisher konnte in keinem Falle ein Anhydrid aus einem Tri- 
peptid erhalten werden, das mehr als zwei Bausteine enthalten 
hitte. Die aus dem hiesigen Institut hervorgegangenen Mit- 
teilungen, in denen tiber Anhydride berichtet wurde, die mehr 
als zwei Bausteine enthalten, geben somit Befunde wieder, fiir 
die zurzeit ein Beweis fiir die Miglichkeit einer sekundiren 
Entstehung nicht erbracht ist. Die Forschungen werden fort- 
gesetzt. Hervorgehoben sei noch, da8 wir im Ninhydrin und 
in der Pikrinsiurereaktion?) (und vielleicht noch in anderen 
Reagentien auf Karbonylgruppen) wichtige Hilfsmittel in der 
Hand haben, schon geringe Anhydridmengen zu erkennen. i- 
ketopiperazine geben, mit Ninhydrinlisung gekocht, keine Farb- 
reaktion.?) Mit Pikrinsiure plus Sodalésung tritt — besonders 
rasch beim Erwiirmen — eine rotbraune Farbung auf. Keine 





1) Vgl. hierzu auch T. Sasaki, Biochem. Zs. Bd. 114, 8. 63 (1921). 
*) Emil Abderhalden und Hubert Schmidt: Diese Zeitschr. 
72, 1 (1911). 


es aie 
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Aminos’ure und keine Polypeptide geben eine gleiche Farb- 
reaktion. Wir werden in einer weiteren Mitteilung auf die 
entsprechenden Beobachtungen eingehen, die dazu gefiihrt haben, 
in Proteinen mit Sicherheit Anhydridgruppen zu erkennen. 

Die gemachten Beobachtungen legen nahe, sich eine be- 
stimmte Vorstellung iiber die Struktur der Aminosiuren und 
insbesondere der Polypeptide zu machen. Vor allen Dingen 
ist in erster Linie an die bipolare Struktur, wie sie von 
Pfeiffer’) fir Aminoséuren, Betaine usw. in Betracht gezogen 
worden ist, zu denken. Es ist sehr leicht méglich, daB auch 
den Dipeptiden eine entsprechende Struktur zukommt: 

OH 
R-CH,-CO-NH-CH,-COO— __ baw. R-CH,-C:N-CH,-COO— 
NH, +; NH,+ 

Die leichte Ringbildung weist auf eine solche Struktur 
hin. Bemerkt sei, daB wir den Versuch unternommen haben, 
Komplexsalze aus Dipeptiden und neutralem Salz unter den 
gleichen Bedingungen auf die Fahigkeit der Anhydridbildung 
zu priifen. Es entstand gleichfalls das entsprechende Diketo- 
piperazin. Unsere Beobachtungen lassen an die Méglichkeit 
denken, dab im EiweiBmolekiil auch in endstaindigen Gruppen 
entsprechende ,,offene“ Strukturen vorhanden sind, die leicht 
in stabilere Ringsysteme iibergehen. Vielleicht spielen bei der 
Denaturierung derartige Vorginge, abgesehen von der Még- 
lichkeit der Umwandlung von Enol- in Ketoformen und um- 
gekehrt, eine bedeutsame Rolle. 


a) Behandeln von Dipeptiden in Wasser. 
Glycyl-glycin. 
1. 0,5 g Dipeptid wurden mit der doppelten Menge Wasser 
6 Stunden bei 150—160° in zugeschmolzener Glasréhre im 


Bombenofen behandelt. Es entstanden Krystalle von Glycin- 
anhydrid und eine braungefairbte Liésung von schwach siiBem 


1) Paul Pfeiffer, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1762 (1922); Vgl. ferner 
Bjerrum, Zs. physikal. Chem. Bd. 104, S. 147 (1923). 
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(seschmack (Glykokoll). Das Glycinanhydrid wurde durch Dar. 
stellung des Silbersalzes, Sublimation in feinen Niadelchen, 
Bestimmung des Zersetzungspunktes (iiber 300°) und des Stick- 
stofigehaltes identifiziert. Ausbeute: 0,39 g (ber. 0,43 g = 90,7° 
der Theorie. : 
e= 0,0501 g 

=~ 8,73 eem n/10-S 

=~ 24,39°/) N (ber.: 24,56 °/,). 

2. 1 g Glycyl-glycin wurde mit der fiinffachen Menge 
Wasser 6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen erhitzt. Es 
resultierte krystallinisches Glycinanhydrid, welches in der 
gleichen Weise, wie vorhin, identifiziert wurde. Ausbeute 0,80 ¢ 
(ber.: 0,86 g) = 93,0°/, der Theorie. 

e= 0,0438 g 
=~ 1,62 cem n/10-S 
oe 24,30°/, N (ber.: 24,56°/,). 

3. 0,5 g Glycyl-glycin wurden mit der fiinffachen Menge 
Wasser im zugeschmolzenen Glasrohr im Wasserbad bei 
80—100° wihrend 6 Stunden erhitzt. Es war keine Anhydrid- 
bildung erfolgt. 

4, 0,5 g Dipeptid wurden in 2,5 com Wasser im Bomben- 
ofen 6 Stunden auf 200—230° erhitzt. Es war keine Anhydrid- 
bildung eingetreten — vielmehr hatte sich das Reaktions- 
gemisch stark zersetzt. Ammoniak war reichlich entstanden. 
Die dunkelbraune Lisung gab eine positive Ninhydrinreaktion. 


(tlycyl-d,l-leucin. 

5. 0,5 g Dipeptid wurden in der fiinffachen Menge Wasser 
6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen erhitzt. Das Re- 
aktionsgemisch war vollstiindig krystallin erstarrt. Beim Offnen 
der Réhre war der fiir Leucin typische Fettsiuregeruch be- 
merkbar, der auftritt, wenn man diese Aminosiure oder sie als 
Komponente enthaltende Verbindungen mit Wasser oder Sauren 
im abgeschlossenen Raume erhitzt. Die krystalline Masse 
erwies sich als vollkommen reines Glycyl-leucinanhydrid. Die 
Ausbeute betrug 0,38 g (ber.: 0,45 g) = 84,4°/, der Theorie. 

Das Anhydrid wurde durch den negativen Ausfall der 
Ninhydrinreaktion, durch die charakteristische Sublimation, 
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durch den Schmelzpunkt F = 236° und durch den Stickstoff- 
gehalt identifiziert. 
e= 0,060 ¢ 
7,00 cem n/10-S 
16,33°/, N (ber.: 16,47°/,). 


~~ 
—_ 


In dem Filtrat von der krystallinen Abscheidung betanden 
sich noch Aminosiuren oder unveraindertes [Dipeptid, da es 
positive Ninhydrinreaktion ergab. 

6. 0,5 g Glycyl-d,l-leucin wurden in der zehnfachen Menge 
Wasser bei 150—160° wihrend 6 Stunden im Bombenofen 
behandelt. Es resultierte ein vollstindig krystallin erstarrtes 
Reaktionsprodukt, welches sich als reines Glycyl-leucinanhydrid 
erwies. Ausbeute: 0,37 g (ber.: 0,45 g) = 82,2°/, der Theorie. 
ie Identifizierung geschah in der beschriebenen Art. F = 234°. 

e= 0,0467 g 
=~ 5,5 ccm n/10-S 
=~ 16,48°/, N (ber.: 16,47°/,). 

Die restierende Fliissigkeit ergab positive Ninhydrin- 
reaktion und besaB den typischen ,,Leucingeruch“. 

7. 0,5 g Dipeptid wurden in der zwanzigfachen Menge 
Wasser 6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen erhitzt. Es 
hatte sich nach dem Abkiihlen eine reichliche Masse krystallin 
abgeschieden, die sich als reines Glycyl-leucinanhydrid in der 
iiblichen Art erkennen lieB. Ausbeute: 0,35 g (ber.: 0,45 g) 
= 77,7°/, der Theorie. F = 236°. 

e= 0,0602 g 
=~ 7,08 cem n/10-S 
= 16,46°/, N (ber.: 16,47°/9). 


0 


Aus der zuriickbleibenden Loésung lieB sich nach dem 
Kindampfen durch Extraktion des Trockenriickstandes mit 
Chloroform noch eine sehr geringe Menge Anhydrid gewinnen. 
Der iibrige Teil des Trockenriickstandes gab positive Nin- 
iydrinreaktion. 

8. 0,5 ¢ Dipeptid wurden in der zehnfachen Menge Wasser 
in geschlossener Réhre auf dem Wasserbade bei 80—100° 
24 Stunden erhitzt. Es war keine Anhydridbildung eingetreten. 

9. 0.5 g Glycyl-d,l-leucin wurden in 5 com Wasser im 
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Bombenofen 6 Stunden bei 180—200° behandelt. Es resultierte 
nach dem Abkiihlen die fiir Glycyl-leucinanhydrid typische 
Krystallmasse. Ohne das Rohr zu 6ffnen wurde von neuem 
im Bombenofen erhitzt wihrend 6 Stunden bei 220—225° 
Ks resultierten bedeutend weniger Krystalle, die als Anhydrid 
identifiziert wurden. Ausbeute: 0,20 g (ber.: 0,45 g) = 44,4), 
der Theorie. F = 238°. 
e= 0,0620 ¢ 
=~ 1,26 cem n/10-S 
=~ 16,40°/, N (ber.: 16,47°/,). 
In der zuriickbleibenden Lésung war kein Anhydrid mel 
enthalten. 
10. 0,2 g Glycyl-leucin in der zehnfachen Menge Wasser 
6 Stunden im Bombenofen bei 235—240° erhitzt. Es war 
teilweise Zersetzung eingetreten. Die Ausbeute an Anhydrid 
war sehr gering. Das Glycyl-leucinanhydrid konnte aus Sub- 
stanzmangel in diesem Falle nur durch den negativen Ausfall 
der Ninhydrinreaktion und durch den Schmelzpunkt (F = 238°) 
identifiziert werden. Der Mischschmelzpunkt war der gleiche. 


Glycyl-l-leucin. 

11. 0,5 g aktives Dipeptid wurden in 5 ccm Wasser im 
Bombenofen 6 Stunden bei 150—160° erhitzt. Nach dem Ab- 
kiithlen enthielt die Réhre eine krystallin-erstarrte Masse, die 
beim Abfiltrieren und Nachwaschen mit kaltem Wasser wieder 
teilweise in Liésung ging. Die Krystalle wurden als Glycyl- 
leucinanhydrid identifiziert. Aus der zuriickbleibenden Fliissig- 
keit wurde das in Lésung gegangene Anhydrid durch Ein- 
dampfen und Extrahieren des Trockenriickstandes mit Chloro- 
form wiedergewonnen. Der nicht extrahierte Teil gab stark 
positive Ninhydrinreaktion. Die Gesamtausbeute an Anhydrid 
betrug 0,30 g (ber.: 0,45 g) = 77,7°/, der Theorie. Das ent- 
standene Anhydrid erwies sich als optisch villig inaktiv (in 
eisessigsaurer Lisung). Der Schmelzpunkt lag bei F = 240°. 


e= 0,0350 g 
=~ 4,10 cem n/10-S 
~~ 16,42°/, N (ber.: 16,47°/,). 
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d,l-Leucyl-glycin. 

12. 1,0 g Dipeptid wurde in 10 com Wasser gelist im 
Bombenofen bei 150—160° 6 Stunden erhitzt. Es entstand 
ein vollkommen krystallin erstarrtes Produkt, welches als 
Glycyl-leucinanhydrid identifiziert wurde. Beim Offnen der 
Rihre konnte ein starker fiir Leucin nach dieser Behandlung 
typischer Fettsiuregeruch wahrgenommen werden. Die Aus- 
beute an Anhydrid betrug 0,70 g (ber.: 0,90 g) = 77,7°/, der 
Theorie. Der Schmelzpunkt lag bei F = 237°; er blieb kon- 


stant beim Mischen der Substanz mit reinem Glycyl-leucin- 
anhydrid. 
e= 0,0595 g 

=~ 17,00 cem n/10-S 

=~ 16,47°/, N (ber.: 16,47°/,). 
Die zuriickbleibende Fliissigkeit gab stark positive Ninhydrin- 
reaktion. 

Glycyl-d,l-phenylalanin. 

13. 0,5 g Dipeptid wurden in der zehnfachen Menge 
Wasser 6 Stunden im Bombenoten bei 150° erhitzt. In der 
Rohre befand sich nach dem Abkiihlen eine krystalline Ab- 
scheidung. Beim Offnen der Rohre machte sich ein starker 
Geruch nach Benzaldehyd(?) bemerkbar. Die Krystalle wurden 
abfiltriert, gewaschen mit Wasser und aus absolutem Alkohol 
umkrystallisiert. Es lag Glycylphenylalaninanhydrid vor. Die 
Ninhydrinreaktion war negativ; der Schmelzpunkt lag bei 
Ff = 269°. Die Substanz sublimierte. Die Ausbeute an An- 
hydrid betrug 0,15 g (ber.: 0,46 g) = 32,6°/, der Theorie. 

e= 0,0211 ¢g 
=~ 2,03 eem n/10-S 
= 13,47°/, N (ber.: 13,73°/,). 

Die verbleibende Liésung gab stark positive Ninhydrin- 
reaktion. Nach Einengen zur Trockne wurde mit Chloroform 
extrahiert. Ks war jedoch kein Anhydrid mehr isolierbar. 

14. 0,5 g Glycyl-phenylalanin wurden in der zwanzig- 
fachen Menge Wasser 6 Stunden im Bombenofen bei 150° 
behandelt. Die Réhre enthielt in einer braunlichen Flissig- 
keit eine krystalline Abscheidung, die nach dem Abfiltrieren 
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und Umkrystallisieren als Glycyl-phenylalaninanhydrid ident). 
fiziert wurde. Beim Offnen der Réhre war der gleiche benv. 
aldehydartige Geruch wahrnehmbar wie bei dem vorigen Ver. 
such. Die Ausbeute an Anhydrid betrug 0,15 g (ber.: 0,46 » 
= 32,6°/, der Theorie. Der Schmelzpunkt lag bei F = 269° 
er blieb der gleiche beim Vermischen der Substanz mit dey 
beim vorigen Versuche gewonnenen Anhydrid. 
e= 0,0205 g 
~ 2,00 cem n/10-5 
=~ 13,70°/, N (ber.: 13,73°,). 
Aus der zuriickbleibenden Lisung konnte kein Anhydrid 

weiter isoliert werden. Sie gab stark positive Ninhydrinreaktion, 


d,l-Leucyl-d,l-leucin. 

15. 05 g Dipeptid wurden in der zehnfachen Menge 
Wasser im Bombenofen 6 Stunden bei 160° behandelt. Es 
befand sich in der Réhre nach dem Erkalten eine Abscheidung, 
die sich teilweise als unveriindertes Peptid erwies — teilweise 
als Leucinimid. Durch Behandeln dieser Substanz mit Chloro- 
form und einmaliges Umkrystallisieren konnten 0,10 g reines 
Leucinimid erhalten werden (ber. Ausbeute: 0,46 g) = 21,8", 
der Theorie. Die Ninhydrinreaktion war negativ, der Schmelz- 
punkt lag bei F = 266° Die Substanz sublimierte in wolleney 
Fléckchen. 


il 


0,0230 g 
=~ 2,03 ecm n/10-8 
~ 12,85°/, N (ber.: 12,89 °/,). 


d,l-Alanyl-glycin. 

16. 0,5 g Dipeptid wurden in der zehnfachen Menge 
Wasser 6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen erhitzt. 
Nach dem Erkalten war keine krystalline Abscheidung ein- 
getreten, es resultierte nur eine braune Lisung, die Ninhydmn- 
positiv war. Die Lésung wurde zur Trockne verdampft und 
der Riickstand mit Chloroform im Soxhletapparat behandelt. 
Es war eine betrichtliche Menge einer weiBen Substanz ex- 
trahierbar, die als Alanyl-glycinanhydrid identifiziert wurde. 
Die Ausbeute betrug 0,39 g (ber.: 0,48 g) = 90,7°/, der Theorie. 
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Der Schmelzpunkt lag bei F = 238°. Die Substanz gab eine 
negative Ninhydrinreaktion. 

= 0,0550 g 

~ 8,50 cem n/10-S 

~~ 21,64°/, N (ber.: 21,88 °/,). 


e 


Glycyl-d,l-aminocaprylsiure. 

17. 0,5 g Dipeptid wurden mit der zehnfachen Menge 
Wasser 6 Stunden im Bombenofen bei 150—1i60° behandelt. 
Ks hinterblieb im Rohr eine Fliissigkeit, in der sich eine ge- 
ringe Menge ungeléster Substanz befand. Das gesamte Reaktions- 
gemisch wurde zur Trockne verdamp{ft und der Trockenriick- 
stand mit Chloroform im Soxhletapparat behandelt. Es war 
eine weiBe Substanz extrahierbar, die sich als Glycyl-d,l-amino- 
caprylsiureanhydrid erwies. Die Ninhydrinreaktion war negativ, 
die Pikrinséiurereaktion positiv. Der Schmelzpunkt lag bei 
Ff = 218—219° Das Rohprodukt wurde aus Wasser um- 
krystallisiert, die Ausbeute betrug 0,3 g (ber.: 0,45 g) = 66,6°/, 
der Theorie. Das Anhydrid sublimierte in wolligen Fléckchen, 
‘ihnlich wie das Glycyl-leucinanhydrid. 
= 0,0196 g 
=~ 2,13 cem 
= 15,20°/, N (ber.: 15,21°/,). 

Der Kxtraktionsriickstand gab eine positive Ninhydrin- 
reaktion. Die Pikrinsiurereaktion war negativ, mithin war 
kein Anhydrid mehr vorhanden. 


d,l-Valyl-d,l-leucin. 

18. 0,5 g Dipeptid wurden in der zehnfachen Menge 
Wasser withrend 6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen 
behandelt. Beim Erkalten war eine krystalline Abscheidung 
eingetreten. Das Reaktionsgemisch wies den fiir Leucin nach 
der gleichen Behandlung typischen Fettsiiuregeruch auf. Die 
krystalline Substanz wurde umkrystallisiert und zeigte dann 
einen etwas siiBlichen Geschmack, war ninhydrinpositiv und 
gab ein hellblaues fiir Leucin charakteristisches Kupfersalz. 
Auf Grund der Stickstoffbestimmung und der iibrigen Eigen- 
schaften konnte die Substanz als Leucin identifiziert werden. 


e 
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e= 0,0229 g 

~ 1,70 cem n/10-S 

=~ 10,40°/, N (ber.: 10,6°/, fiir Leucin). 
Die braune Fliissigkeit wurde zur Trockne verdampft und im 
Soxhletapparat zunichst mit Essigither, dann mit Chloroform 
behandelt, jedoch konnte beide Male kein Anhydrid extrahiert 
werden. Der Extraktionsriickstand war stark ninhydrinpositiy, 
Der Versuch mit Valyl-leucin wurde unter den gleichen und 
aibnlichen Bedingungen wiederholt, stets war jedoch kein ent. 
sprechendes Anhydrid zu isolieren. 


b) Behandeln von Dipeptiden in verdiinnter Salzsaure. 
Glycyl-glycin. 

19. 0,5 g Dipeptid wurden in der 10fachen Menge wiBrigem 
Loésungsmittel, welches — bezogen auf die Menge des Peptides — 
0,13 Mol Salzsiure enthielt, 6 Stunden im Bombenofen bei 
150—160° behandelt. Nach dem Erkalten resultierte eine 
zuniichst klare Lésung, aus der sich dann beim Offnen der 
Réhre eine krystalline Substanz allmihlich abschied. Nach 
Abfiltrieren und Nachwaschen konnten die Krystalle als reines 
Glycinanhydrid identifiziert werden. Der Schmelzpunkt lag 
iiber 300°; die Ninhydrinreaktion war negativ. Die Ausbeute 
betrug 0,35 g (ber.: 0,43 g) = 81,4°/, der Theorie. 

e= 0,0450 g 
~ 1,85 eem n/10-S 
rw 24,41°/, N (ber.: 24,56°/,). 

Die hinterbleibende salzsaure Lésung wurde mit Natron- 
lauge neutralisiert und zur Trockne verdampft. Der Riick- 
stand wurde im Soxhletapparat mit Chloroform behandelt, es 
war jedoch nichts extrahierbar. Der Riickstand schmeckte — 
neben dem Geschmack des Kochsalzes — deutlich sii. Die 
Ninhydrinreaktion war positiv. 


Glycyl-d,l-leucin. 

20. 0,85 g Glycyl-leucin wurden in der 5ifachen Menge 
Lisungsmittel, welches 0,18 Mol Salzsiure enthielt, wihrend 
6 Stunden bei 150° im Bombenofen erhitzt. Das Reaktions- 
gemisch war wie bei den Versuchen mit Wasser nach dem 
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Erkalten vollkommen krystallin erstarrt. Beim Offnen der 
Rohre war der fiir Leucin charakteristische Fettsiuregeruch 
bemerkbar. Die krystalline Substanz erwies sich nach dem 
Abfiltrieren und Waschen mit Wasser bis zur Chlorfreiheit 
als reines Glycyl-leucinanhydrid. Die Ausbeute betrug 0,70 g 
per.: 0,76 g) = 92,1°/, der Theorie. Die Substanz schmolz bei 
Ff = 244° und war ninhydrinnegativ. 


e 0,0552 ¢ 
6,50 cem n/10-S 


16,48°/, N (ber.: 16,47°/,). 


vu 


Das Filtrat wurde nach dem Neutralisieren mit Natron- 
lauge zur T'rockne verdampft und der Trockenriickstand im 
Soxhletapparat mit Chloroform behandelt. Es war kein Anhydrid 
mehr isolierbar. Der Extraktionsriickstand wies eine positive 
Ninhydrinreaktion auf. 

21. 0,5 g Dipeptid wurden in der 10fachen Menge ver- 
dimnter Salzsiure (HCl-Gehalt: 0,36 Mol) 6 Stunden bei 150° 
bis 160°im Bombenofen behandelt. Es resultierte eine krystalline 
Substanz, die als Glycyl-leucinanhydrid identifiziert wurde. 
Nach Abfiltrieren, Waschen bis zur Chlorfreiheit und Trocknen 
betrug die Ausbeute 0,29 g (ber.: 0,45 g) = 64,4°/, der Theorie. 
Die Ninhydrinreaktion war negativ. Schmelzpunkt: F = 246°. 

e= 0,0510g 
=~ 6,00 eem n/10-S 
~ 16,47°/, N (ber.: 16,47 °/,). 

Aus dem neutralisierten und zur Trockne verdampften 
Filtrat war durch Extraktion kein Anhydrid mehr isolierbar. 
Der Extraktionsriickstand war ninhydrinpositiv. 

22. 0,5 g Dipeptid wurden in der 10fachen Menge Lésungs- 


mittel, welches 0,45 Mol Salzsiure enthielt, im Bombenofen 


wihrend 6 Stunden bei 150—160° behandelt. Nach dem Er- 


| kalten befand sich in der Réhre eine krystalline Abscheidung, 
| die nach Abfiltrieren und Nachwaschen bis zur Chlorfreiheit 
; als reines Glycyl-leucinanhydrid identifiziert wurde. Die Aus- 
| beute betrug 0,29 g (ber.: 0,45 g) = 64,4°/, der Theorie. Die 


. — Substanz war ninhydrinnegativ, ihr Schmelzpunkt lag bei 
| F = 240°, 
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e= 0,0561 g 
6,60 cem n/10-S 
= 16,47°/, N (ber.: 16,47°/,). 

Aus dem neutralisierten und zur Trockne verdampftey 
Filtrat war kein Anhydrid mehr isolierbar. Die Ninhydrin- 
reaktion war positiv. 

23. 0,5 g Glycyl-leucin wurden in der 10fachen Menge 
verdiinnter Salzsiiure (HCl-Gehalt = 0,52 Mol) 6 Stunden be 
150—160° im Bombenofen erbitzt. Es resultierte nach den 
Erkalten in der Réhre nur eine klare Lésung. Nach den 
Neutralisieren und Eindampfen zur Trockne wurde im Soxhlet. 
apparat mit Chloroform extrahiert. Ks war eine  geringe 
Menge (etwa 0,05 g [ber.: 0,45 g] = 11,1°/, der Theorie 
Anhydrid zu gewinnen. F = 240°. 

0,0253 g 
2,93 cem n/10-S 
16,21°/, N (ber.: 16,47°/,). 

Der Extraktionsriickstand gab stark positive Ninhydri- 
reaktion. 

24. 0,5 g Dipeptid wurden in der 10fachen Menge waBrigen 
Lésungsmittels — enthaltend 0,60 Mol Salzsiiure — im Bombet- 
ofen 6 Stunden bei 150—160° erhitzt. Nach dem Erkalte: 
hinterblieb eine klare Lésung, die nach dem Neutralisieren 
mit Natronlauge und Verdampfen zur Trockne mit Chloroform 
im Soxhletapparat behandelt wurde. Es war nur eine geringe 
Menge Glycyl-leucinanhydrid (Ausbeute etwa 0,04 g, ber.: 0,454. 
= 8,8°/, der Theorie) isolierbar. F = 239°. 

e= 0,0364 g 
4,24 cem n/10-S 
=~ 16,29°/, N (ber.: 16,47°/,). 

Der Extraktionsriickstand gab stark positive Ninhydri- 
reaktion. 

25. 0,5 ¢ Glycyl-leucin wurden in der 10fachen Menge 
wibrigem Liésungsmittel — enthaltend die berechnete Menge 
(1 Mol) Salzsiiure — wihrend 6 Stunden bei 150—160° mw 
Bombenofen behandelt. Es hinterblieb nach dem Erkaltei & 
eine klare Liésung, die — neutralisiert und eingedampft —& 
mit Chloroform im Soxhletapparat behandelt wurde. Es wa! 
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kein Glycyl-leucinanhydrid extrahierbar. Der Extraktions- 
riickstand schmekte deutlich siiB, das Dipeptid war mithin 
zumindest teilweise in Bausteine gespalten — der Stickstoff- 
wert — gefunden zu 13,84°/, — stinde mit dieser Annahme 
ebenfalls gut in Kinklang. Die Ninhydrinreaktion war stark 
positiv. 

Glycyl-1l-leucin, 

26. 0,5 g aktives Dipeptid wurden in der 10fachen Menge 
verdiinnter Salzsiiure (HCl-Gehalt: 0,36 Mol) wihrend 6 Stunden 
im Bombenofen bei 150—160° behandelt. Nach dem Erkalten 
befand sich in der Rohre eine krystalline Substanz, die als 
Anhydrid erkannt wurde. Die abfiltrierte Lisung wurde nach 
dem Neutralisieren mit Natronlauge zur Trockne verdampft 
und der 'Trockenriickstand mit Chloroform extrahiert. Es war 
noch eine Menge Anhydrid gewinnbar. Die beiden Fraktionen 
wurden zusammen weiter untersucht. Die Gesamtausbeute 
hetrug 0,23 g (ber.: 0,45 g) = 51,1°/, der Theorie. Das Anhydrid 
erwies sich als optisch véllig inaktiv. Der Schmelzpunkt lag 
bei # = 240°; die Ninhydrinreaktion war negativ. 

e= 0,060 g 

=~ 17,03 cem n/10-S 
= 16,40°/, N (ber.: 16,47 °/,). 

Der Extraktionsriickstand wies eine stark positive Ninhydrin- 

reaktion auf und schmeckte deutlich siif, 


d,l-Leucyl-glycin. 

27. 0,5g Dipeptid wurden in der 10fachen Menge Lésungs- 
mittel — enthaltend 0,36 Mol Salzsiure — wiihrend 6 Stunden 
bei 150—160° im Bombenofen erhitzt. Das Reaktionsgemisch 
war nach dem Erkalten in der Réhre vollkommen krystallinisch 
erstarrt. Die krystalline Substanz wurde als Anhydrid erkannt. 
Die Ausbeute betrug 0,33 g (ber.: 0,45 g) = 73,3°/, der Theorie. 


3 Der Schmelzpunkt lag bei F = 245°; die Ninhydrinreaktion 
’ war negativ. 


e= 0,0410 g 

~ 4,80 cem n/10-S 

= 16,40°/, N (ber.: 16,47°/,). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXX XIX. 1] 
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Die restierende Lésung wurde nach dem Neutralisieren 
eingedampft und der Riickstand mit Chloroform extrahiert. Ks 
war noch eine sehr geringe Menge wei8er Substanz isolierbar, 
die keine Ninhydrinreaktion aufwies und den Schmelzpunkt 
F = 240° besab. 

Der Extraktionsriickstand war ninhydrinpositiv. 

28. 0,5 g Leucyl-glycin wurden in der berechneten Menge 
Salzsiure (Gesamtmenge Loésungsmittel = 10fache Menge der 
Kinwage) im Bombenofen bei 150—160° 6 Stunden behandelt, 
Ks hinterblieb nach dem Erkalten in der Roéhre eine klare 
Lésung, die neutralisiert und eingedampft wurde. Aus dem 
Trockenriickstand war durch Extraktion mit Chloroform kein 
Leucyl-glycinanhydrid isolierbar. Der Extraktionsriickstand 
schmeckte deutlich siiB und wies positive Ninhydrinreaktion auf. 

29. 0,5 g Dipeptid wurden mit 2 Mol Salzsiure in der 
10fachen Menge Lésungsmittel 6 Stunden bei 150—160° im 
Bombenofen erhitzt. Es resultierte eine klare Loésung, die 
neutralisiert und eingedampft wurde. Durch Extraktion des 
Trockenriickstandes war kein Anhydrid zu gewinnen. Das 
Dipeptid war in die Bausteine gespalten worden. 


Glycyl-d,l-phenylalanin. 

30. 0,5 g Dipeptid wurden in der 10fachen Menge Liésungs- 
mittel — enthaltend die berechnete Menge Salzsiiure (1 Mol) 
wihrend 6 Stunden bei 150° erhitzt im Bombenofen. Nach 
dem Erkalten befand sich im Glasrohr eine braune Lésung, 
aus der sich nach dem Offnen der Rohre allmiblich eine 
krystalline Substanz ausschied. Diese wurde als Glycyl-pheny!- 
alaninanhydrid erkannt. Die Ausbeute an Anhydrid betrug 
0,14 g (ber.: 0,46 g) = 30,4°/, der Theorie. Der Schmelzpunkt 
lag bei F = 270°. Die Ninhydrinreaktion war negativ. 


e= 0,0202 g 
=~ 2,05 eem n/10-S 
 13,79°/, N (ber.: 18,73°%,). 
Aus der zuriickbleibenden Lésung, die stark positive 
Ninhydrinreaktion aufwies, konnte kein Anhydrid mehr gewonnel 


werden. 
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31. In 2 Versuchen wurden je 0,5 g Dipeptid in der 10 fachen 
Menge wiiBrigen Loésungsmittels, welches je einmal 2,4 Mol 
und 6 Mol Salzsiure enthielt, 6 Stunden bei 150—160° im 
Bombenofen behandelt. Es entstand beide Male eine klare 
Flissigkeit, aus der sich beim Offnen der Réhre nichts aus- 
schied. Nach dem Neutralisieren und Eindampfen zur Trockne 
wurde der Riickstand mit Chloroform im Soxhletapparat be- 
handelt. Ks war jedoch kein Anhydrid extrahierbar. 


c) Behandeln von Dipeptiden mit verdiinnter Schwefelsaure. 
Glycyl-d,l-leucin. 


32. 0,5 g Dipeptid wurden in der 10fachen Menge Lésungs- 
mittel — enthaltend 0,37 Mol Schwefelsiure — wihrend 
6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen erhitzt. Nach dem 
Erkalten befand sich in der Rohre eine krystallin erstarrte 
Masse, die nach dem Abfiltrieren und Auswaschen mit Wasser 
bis zur Schwefelsiurefreiheit als reines Glycyl-leucinanhydrid 
identifiziert wurde. Die Ausbeute betrug 0,30 g (ber.: 0,45 g) 
= 66,6°/, der Theorie. Der Schmelzpunkt lag bei F = 240°; 
die Ninhydrinreaktion war negativ. 


e= 0,0350 g 
=~ 4,10 cem n/10-S 
=~ 16,40°/, N (ber.: 16,47°/,). 


Das Filtrat wurde nach dem Neutralisieren mit Natron- 
lauge zur Trockne verdampft. Aus dem Trockenriickstand 
konnte durch Extraktion kein Anhydrid mehr gewonnen werden. 
Der Extraktionsriickstand gab positive Ninhydrinreaktion. 

33. 0,25 g Glycyl-leucin wurden in der 10fachen Menge 
Lisungsmittel — enthaltend 0,45 Mol Schwefelsiiure — wihrend 
6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen erhitzt. Nach dem 
Erkalten war in der Réhre eine krystalline Substanz enthalten, 
die nach Abfiltrieren und gutem Nachwaschen als reines 
Glycyl-leucinanhydrid erkannt wurde, Die Ausbeute betrug 
V14 ¢ (ber.: 0,23 g) = 60,8°/, der Theorie. F = 239° Die 
Ninhydrinreaktion war negativ. 


11% 
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e= 0,0550 g 
~ 6,45 cem n/10-S 
= 16,42°/, N (ber.: 16,47°/,). 

Das Filtrat war stark ninhydrinpositiv und wurde nach 
dem Neutralisieren zur Trockne verdampft. Aus dem Riick- 
stand war keine weitere Menge Glycyl-leucinanhydrid durch 
Extraktion zu gewinnen. 

34. 0,25 g Dipeptid wurde in der 10fachen Menge Liésungs. 
mittel — enthaltend 0,53 Mol Schwefelsiure — 6 Stunden bei 150" 
bis 160° im Bombenofen behandelt. Nach dem Erkalten befand 
sich in der Roéhre eine krystalline Substanz, die nach Ab- 
filtrieren und Waschen bis zur Freiheit an Schwefelsiure als 
Glycyl-leucinanhydrid identifiziert wurde. Die Ausbeute betrug 
0,13 g (ber.: 0,23 g) = 56,5°/, der Theorie. KF = 238°. Die 
Ninhydrinreaktion fiel negativ aus. 

e= 0,0630 g 
=~ 17,40 cem n/10-5 
~ 16,45°/, N (ber.: 16,47°/,). 

Aus dem Filtrat, welches starke Ninhydrinreaktion aufwies, 
war kein Anhydrid weiter zu isolieren. 

35. 0,5 ¢ Glycyl-leucin wurden in der berechneten Menge 
(1 Mol) Schwefelsiure — verdiinnt mit Wasser zur 10fachen 
Menge der Kinwage — wihrend 6 Stunden bei 150—-160° im 
Bombenofen erhitzt. Es resultierte eine klare Loésung, die 
nach dem Neutralisieren mit Natronlauge eingedampft wurde. 
Der Trockenriickstand wurde mit Chloroform im Soxhletapparat 
behandelt. Es war kein Anhydrid isolierbar. 


d) Behandeln von Diglycyl-glycin in Wasser und absolutem 
Alkohol. 


36. 1,0g Tripeptid wurde in der 10fachen Menge Wasser 
6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen behandelt. Es entstand 
eine gelbe Lisung, aus der sich beim Offnen der Rohre eine 
krystalline Substanz in geringer Menge ausschied. Diese Ab- 
scheidung war ninhydrinnegativ und schmolz iiber 300°. Sie 
enthielt nach Behandeln mit Natronlauge 12,20°/, Amino- 
stickstoff. 
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e= 0,0627 g 
=~ 11,00 eem n/10-S 
= 24,50°/) N (ber.: 24,56 °/o). 


Alle EKigenschaften der Substanz stimmen fiir Glycin- 
anhydrid. Die Sublimation war ebenfalls die Charakteristische 
in Form feiner Nidelchen. Die zuriickbleibende Fliissigkeit 
wurde eingeengt zur Trockne und ihr Riickstand mit Kssig- 
iither extrahiert. Ks war noch eine geringe Menge Glycin- 
anhydrid zu isolieren. Der Extraktionsriickstand gab schwache 
Biuretreaktion und schmeckte ganz schwach siiB. Ks lag also 
offenbar teilweise unverindertes Tripeptid und auch Abbau- 
stufen des letzteren bis zum Glykokoll vor. Der Versuch 
wurde in der gleichen Weise und auch mit veriinderten Ver- 
hiltnissen in bezug auf Wassermenge zur EKinwage und ver- 
inderter Temperatur mehrmals durchgefihrt. Als Ergebnis 
wurde stets nur Glycinanhydrid in geringer Ausbeute und 
Tripeptid bzw. Abbauprodukte des letzteren gefunden. 

37. 0,55 g Tripeptid wurden in der 20fachen Menge absoluten 
Alkohols wihrend 6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen 
belassen. Das Tripeptid hatte sich anscheinend iiberhaupt 
nicht verindert. Nach dem Verdampfen des Alkohols wurde 
der Riickstand mit Essigiither extrahiert. Es war jedoch 
kein Anhydrid isolierbar. Der Extraktionsriickstand bestand 
aus unveriindertem Diglycyl-glycin. 

38. Wir priiften nebenher Chloracetylglycylglycin auf sein 
Verhalten bei der Behandlung unter Druck mit Wasser. Die 
Bedingungen waren ebenso wie bei den analogen Versuchen 
mit Polypeptiden gewihlt: Die Einwage wurde in der 10fachen 
Menge Wasser 6 Stunden bei 150—160° im Bombenofen 
erhitzt. Es resultierte stets eine stark sauer reagierende 
Lisung die viel nicht organisch gebundenes Chlor enthielt. 
Das entstandene geliste Produkt war ninhydrinpositiv (Aus- 


_ gangsmaterial: negativ); die Biuretreaktion war ebenfalls schwach 
_ positiv. Nach dem Neutralisieren wurde die Lisung schwach 
' eingeengt und lingere Zeit bei Zimmertemperatur belassen. 
_ Es kam allmahlich eine krystalline Abscheidung aus der 
_ Lisung, die abfiltriert und gereinigt einen Schmelzpunkt von 
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180—190° aufwies. Die Stickstoffbestimmung ergab nicht 
iibereinstimmende Werte. Es lag allem Anschein nach ein 
Gemisch vor. 


e) Kochen von Dipeptiden mit Wasser am Riickflu@kihler. 


Wir haben die Beobachtung gemacht, da durch lingeres 
anhaltendes Kochen von Dipeptiden mit Wasser sich in 
geringer Menge die entsprechenden Anhydride bilden. 


Glycyl-glycin. 


39. 1,0 g Dipeptid wurde in 10 ccm Wasser 7 Tage lang 
(tiglich etwa 10 Stunden) am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
dem 7. Tage hatte sich tiber Nacht eine krystalline Substanz 
ausgeschieden, die nach Abfiltrieren und Reinigen als reines 
Glycinanhydrid identifiziert wurde. Die Ninhydrinreaktion war 
negativ. Der Schmelzpunkt lag iiber 300° Die Ausbeute 
betrug 0,05 g. 

e= 0,0240 g 
~ 2,75 ecm n/10-S 
em 24,45°/, N (ber.: 24,56°/,). 


Die zuriickbleibende ninhydrinpositive Liésung wurde ein- 
gedampft und ihr Riickstand mit Essigither im Soxhletapparat 
behandelt. Es war kein Glycinanhydrid mehr isolierbar. 

40. 3,3 g Dipeptid wurden in 30 ccm Wasser in einem 
40 ccm Kélbchen am RiickfluBkiihler wihrend 7 Tagen gekocht. 
Es schied sich nach laingerem Stehen zwar kein Anhydrid 
aus, dieses war jedoch durch den positiven Ausfall der Pikrin- 
siurereaktion als in der Lésung vorhanden nachweisbar. In 
einem gleichen Versuche konnte bereits nach 2 Tagen Kochen 
durch den positiven Ausfall der Pikrinsiurereaktion erfolgte 
Diketopiperazinbildung nachgewiesen werden. 


Glycyl-d,l-leucin. 


41. 1,0 g Peptid wurde in 10 ccm Wasser wihrend 
7 Tagen am RiickfluB gekocht. Nach dem 7. Tage schied sich 
eine krystalline Substanz aus, die nach dem Abfiltrieren keine 
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Ninhydrinreaktion und den Schmelzpunkt: F = 240° autwies. 
Die Ausbeute betrug etwa 0,1 g. Die Substanz wurde als 
Glycyl-leucinanhydrid identifiziert. 
e= 0,0368 g 
=~ 4,32 cem n/10-S 
=~ 16,41°/, N (ber.: 16,47°),). 

Die filtrierte Lésung war stark ninhydrinpositiv. 

Der Versuch wurde mit — meist — dem gleichen Er- 
cebnis (Bildung von Anhydrid nach mehrtagigem Kochen) mehr- 
mals wiederholt. Das Wasser wurde bei einem Versuch durch 
absoluten Alkohol ersetzt. Ks war jedoch keine Anhydrid- 
bildung zu beobachten. 


Glycyl-l-leucin. 


42. 1g aktives Dipeptid wurde in 10 ccm Wasser am 
RiickfluBkiihler gekocht. Nach 7 Tagen wurde abgebrochen. 
Ks krystallisierte jedoch erst nach einigen weiteren Tagen 
Stehen eine Substanz aus, die sich als Anhydrid erwies, Die 
Ninhydrinreaktion war negativ, der Schmelzpunkt lag bei 
Ff, = 244° Optisch war die Substanz nur teilweise aktiv. 
[uj = + 4,54° (in waBriger Lésung). Das aktive Glycyl- 
leucinanhydrid weist unter den gleichen Bedingungen eine 
spezifische Drehung von [¢]?” = + 31,1° auf. Die Ausbeute 
un Anhydrid betrug 0,15 g. 


Glycyl-d,l-phenylalanin. 


43. 1 g Dipeptid wurde in 10 ceom Wasser gekocht. 
Bereits nach dem 2. Tage Kochen hatte sich iiber Nacht eine 
reichliche krystalline Abscheidung gebildet, die jedoch schwach 
ninhydrinpositiv war. - Die krystalline Substanz wurde im 
Soxhletapparat mit Chloroform behandelt. Es waren etwa 0,1 ¢ 
Glycylphenylalaninanhydrid ausziehbar. F. = 169% Die Nin- 
hydrinreaktion war negativ. 


e= 0,0302 g 
~ 2,95 cem n/10-S 
~ 13,70°/, N (ber.: 13,73°,,). 





168 Emil Abderhaldenu. ErnstKomm, Uber die Entstehung usw. 


Die zuriickbleibende Lésung wurde eingedampft. Durch 
Extraktion des Riickstandes mit Chloroform war kein Anhydrid 
mehr zu gewinnen. 


f) Behandeln von d,l-Leucyl-glycin mit 70°/, iger Schwefelsaure, 


44. 1 g Dipeptid wurde mit 5ccm 70°/,iger Schwefelsiiure 
5 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wurde 
das Gemisch neutralisiert und eingedampft. Der Riickstand 
wurde mit Chloroform extrahiert. Es war dabei kein Anhydrid 
zu gewinnen. 


g) Behandeln von d,l-Leucyl-glycin mit Salzsaure (1,19). 
45. 0,5 g Dipeptid wurden mit 5 ccm HCl (1,19) einige 
Tage bei Zimmertemperatur belassen. Es war jedoch kein 


Anhydrid zu isolieren, auch nicht mit der Pikrinsiurereaktion 
nachzuweisen. 





Ks sei auch an dieser Stelle dem JapanausschuB der 
Notgemeinschait der Deutschen Wissenschaft fiir die Gewahrung 
von Mitteln gedankt. K. Abderhalden. 
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Uber die Anhydridstruktur des Seidenfibroins. 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Juli 1924,) 


Durch den von Abderhalden und Walter Stix?) gefiihrten 
Nachweis von Methylpiperazin nach erfolgter Reduktion 
von Seidenpepton war es sehr wahrscheinlich geworden, dai 
im Seidenfibroin Aminosiuren siiureamidartig verkniipft und 
ferner unter Anhydridbildung vereinigt sind. Es blieb nur 
noch die Méglichkeit, daB das Piperazin, dem ohne Zweifel 
das Diketopiperazin Alanyl-glycinanhydrid zugrunde liegt, aus 


einem sekundir gebildeten Anhydrid entstanden sein kénnte. 


Nachdem nun Abderhalden und Komm?) der Nachweis 
gegliickt ist, da Seidenfibroin eine fir Diketopiperazine 
charakteristische Farbreaktion gibt, besteht kein Zweifel mehr, 


da8 ihm Anhydridstruktur zugrunde liegt. Wir haben die 
Versuche tiber die bei der Reduktion von Seidenfibroin bzw. 


von aus ihm darstellbarem Pepton sich bildenden Produkte 


| weiter gefiihrt. Es ist gelungen, wiederum Methylpiperazin zu 
_ isolieren und ferner 3-Methyl-6-oxymethylpiperazin. Diese 
_ Verbindung ist ohne Zweifel aus Alanyl-serinanhydrid entstanden. 
| Ferner ist ein Produkt isoliert worden, das in Zusammenhang 
' mit einer Verbindung zu stehen scheint, die seinerzeit von 


') Emil Abderhalden u. Walter Stix, Diese Zs. Bd. 129, 8. 143 
F (1923), 
*) Emil Abderhalden u. Ernst Komm, Diese Zs. Bd. 139, 
| 8.181 (1924), 
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Emil Fischer und Emil Abderhalden!) aus Seide gewonnen 
worden ist, nimlich mit dem Tetrapeptid Glycyl-alanyl- 
glycyl-tyrosin. Dieser Verbindung, die der eine von uns (A,) 
in seiner Konstitution in weitgehendster Weise aufgeklirt hat, 
sind wir bei der Aufarbeitung von Seidenpepton, das durch 
2 Tage lange Kinwirkung von 70°/, iger Schwefelsiure aut Seide 
gewonnen worden war, in anderer Form wieder begegnet. Das 
isolierte Produkt zeigte keine Ninhydrinreaktion, bzw. sie trat 
erst allmahlich nach Kochen mit Ninhydrin auf. Die Pikrin- 
siurereaktion fiel positiv aus. Das oben erwihnte Tetrapeptid 
gibt eine stark positive Ninhydrinreaktion, dagegen keine Pikrin- 
siiurereaktion. Das Tetrapeptid zeigt ferner eine schéne Biuret- 
reaktion; das neuerdings isolierte Produkt ergab eine im Ver- 
gleich dazu schwache, mit der Zeit aber immer ausgesprochener 
werdende Biuretreaktion. Wurde das Produkt mit n-Natron- 
lauge erwarmt oder mehrere Stunden bei Zimmertemperatur 
mit ihr stehen gelassen, dann verschwand die Pikrinsiure- 
reaktion. Die Ninhydrinreaktion war dann sofort positiv und 
ebenso war die Biuretreaktion sofort ausgesprochen rot. Alle 
erwihnten EKigenschaften sprechen dafiir, daB ein Anhydrid 
vorlag. Die Analysenergebnisse stimmen genau auf eine aus 
2 Molekiilen Glykokoll, 1 Molekiil Alanin und 1 Molekiil 
Tyrosin zusammengesetzte Verbindung und zwar mu die 
Vereinigung der vier Aminosauren unter Austritt von 4 Mole- 
kiilen Wasser erfolgt sein. Erwahnt sei, daB die Millonsche 
Reaktion positiv war. Es muB somit die Phenolgruppe im 
Molekiil frei gewesen sein. Uber die Konstitution des Kérpers 
laBt sich nichts Bestimmtes aussagen. Die folgende Struktur- 
formel steht mit den gemachten Beobachtungen im HKinklang: 





™ cH,.co Nu: 
HO-H,G,- CH,-CH-CO-N SN-00-CH,. 
— —_—— al 4 a 
Tyrosyl-rest CO -CH Glycyl-rest 
CH, 


is 





Glyeyl-alaninanhydrid-rest 


1) Emil Fischer u. Emil Abderkhalden, Chem. Ber. Bd. 40, 
S. 3544 (1907). 
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Ks besteht nun viel Wahrscheinlichkeit, daB das oben 
erwihnte Reduktionsprodukt aus dem eben geschilderten An- 
hydrid hervorgegangen ist. Ks wiirde ihm dann folgende Struktur 
zukommen: 


NH, CH,-CH, NH, 
HO-H,C,-CH,+CH-CH,-NC N-CH,-CH, . 
OH, -CH 
| 
OH, 


Weiterhin sind wir dem schon wiederholt von dem einen 
yon uns(A.) beobachteten Alanyl-serinanhydrid wieder begegnet.’) 
Sowohl diese Verbindung als das oben erwihnte aus 4 Amino- 
siuren bestehende Anhydrid erwiesen sich als optisch inaktiv. 
Das isolierte, von Alanyl-serinanhydrid ableitbare Produkt: 





OH, Om, 
CH. co CH - CH, 
1/ he 
HNC NH > HNC NH 
00-CH OH,-GH 
| 
CH,OH CH,OH 


stelit mit der Annahme in EKinklang, daB das Serin vorgebildet 
ist. Diese Beobachtung ist insofern von Bedeutung, als Karrer 
und seine Mitarbeiter auf die auBerordentlich wichtige Még- 
lichkeit hingewiesen haben, daB Oxysiiuren und insbesondere 
Serin, ohne im EiweiBmolekiil vorgebildet zu sein, bei der 
Hydrolyse von Pyrazinderivaten entstehen kénnten. Vergleiche 
die folgende Formel: 


0—CH,—CH—COOH 





>  +3H,0 


OH NH, 


2.(NH,-CH,-COOH). 
GH,-cH.coon * 2° M2 Cis 


') Vel. auch Emil Fischer u. Emil Abderhalden, Chem. Ber. 
Bd. 40, S. 3545 (1907). 
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Das oben erwahnte, T'yrosin enthaltende Reduktionsprodukt, 
ergab keine Millonreaktion. Um zu priifen, ob diese Be- 
obachtung dazu zwingt, anzunehmen, daB die Oxygruppe 
besetzt ist, haben wir aus Tyrosinanhydrid das ent- 
sprechende Di-para-oxyphenyl-methyl-piperazin dar. 
gestellt. Diese Verbindung gibt keine Millonreaktion, obwohl 
ohne Zweifel die Oxygruppen unbesetzt sind. 

Das Problem der Struktur des Seidenfibroins hat ohne 
Zweifel groBe Verwandtschaft mit der entsprechenden Frage. 
stellung auf dem Gebiete der Konstitution der Polysaccharide 
und insbesondere mit der Frage nach dem Aufbau der Zellulose. 
Genau wie dort laBt sich auch hier die Frage erértern, ob 
man berechtigt ist, von einem Eiweifmolekiil zu sprechen, in 
dem alle Anteile in chemischer Bindung vorhanden sind. Es 
ist auch hier mit der Méglichkeit zu rechnen, daB dem Seiden- 
fibroin bestimmte Komplexe anhydridartiger Struktur 
zugrunde liegen, die dann unter sich mittels Neben- 
valenzen assoziiert sind. Die Vorstellung, wonach das 
Seidenfibroin aus einer bestimmten Reihe von Anhydrid- 
komplexen, wie: Alanyl-glycinanhydrid, Alanyl-serinanhydrid, 
Glycyl-tyrosinanhydrid aufgebaut ist, gewinnt mehr und mehr 
an Wabhrscheinlichkeit. Es bleibt nur noch die Frage, ob 
diese Anhydride ihrerseits wieder mit Aminosiuren bzw. Poly- 
peptiden besetzt sind. Ferner ergibt sich das Problem, ob in 
diesem Falle N,N’-Derivate oder aber O,O’-Substitutionen vor- 
handen sind. Dariiber besteht wohl kein Zweifel, daB der 
Seidenfaden so, wie er aus der Spinndriise herauskommt, eine 
andere Struktur besitzt, als der fertige Faden. Es ist leicht 
méglich, da8& es sich beim Festwerden des Seidenfadens um 
eine Umwandlung tautomerer Formen handelt. Vielleicht 
wandern Gruppen aus der 0,O’-Stellung in die N,N’-Stellung. 
Nach den von Abderhalden und Komm gemachten Beob- 
achtungen iiber mit Carbonylreagenzien erzielbaren Farb- 
reaktionen bei den verschiedensten Proteinoiden und Proteinen 
darf wohl ganz allgemein zum Ausdruck gebracht werden, 
daB in den Kiwei8kérpern Assoziationen von Anhydrid- 
komplexen vorhanden sind, die ihrerseits wieder Kom- 
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binationen mit Aminosiuren und Polypeptiden zeigen. 
Dabei bleibt die Méglichkeit gewahrt, daB die Anhydride in 
2,5-Diketopiperazinform im HiweiB zugegen sind, oder aber es 
finden sich auch Pyrazinringe. AuBerdem muB bei der Frage 
nach der Struktur der Proteine jener gut definierten Anhydride 
gedacht werden, die der eine von uns (A.) gemeinsam mit 
Suzuki und Komm aus Proteinen erhalten hat, und die aus 
mehr als 2 Aminosiuren bestehen.) 

Diese Feststellungen eréffnen weite Ausblicke einerseits 
auf die Entstehung des Chlorophylls und des Blutfarbstoffes, 
soweit in beiden Verbindungen die Pyrrolkomplexe in Frage 
kommen. Ferner ergeben sich ohne weiteres nahe Beziehungen 
zu Alkaloiden. Es ist sehr leicht méglich, daB die Pflanze 
nicht Aminosiuren, sondern sofort Anhydride erzeugt — viel- 
leicht in Anlehnung an die entsprechenden Ringsysteme der 
Kohlehydratreihe. Diese Andeutungen mdgen geniigen, um 
darzutun, daB die Fortschritte in der Auffassung der Struktur 
der Proteine zahlreichen biologischen Problemen zugute kommen 
werden. Ferner diirften viele Beobachtungen iiber physikalisch- 
chemische Anderungen im Zustand der Proteine ein ganz 
anderes Gesicht erhalten, wenn man ihnen die Méglichkeit der 
Verschiebung von Atomgruppierungen und ferner der Um- 
stellung von Assoziationen zugrunde legt. Endlich wird das 
Problem der Umwandlung eines Proteins in ein anderes durch- 
sichtiger, wenn mit der Méglichkeit gerechnet werden darf, daB 
die sogenannten KiweiBmolekiile keine chemischen Individuen 
im gew6hnlichen Sinne des Wortes darstellen, sondern vielmehr 
Aggregationen bzw. Assoziationen von Komplexen darstellen, 
die sich zum Teil in gleicher Form wiederholen kénnen, und 
die vielleicht fiir sich aus dem Verbande herausgelést und 
mit neuen Komplexen in neue Verbindung treten kénnen. 
Auch das Problem der Fermentwirkung wird nicht unberihrt 
bleiben, wenn es sich ganz allgemein herausstellen sollte, dab 


) Emil Abderhalden u. H. Suzuki, Diese Zs. Bd. 127, S. 281 
| (1923) — Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd. 129, S. 106 (1923). — 
- Emil Abderhalden u. E. Komm, Diese Zs. Bd. 134, S. 113 (1924); 
Bd. 186, S. 134 (1924). 
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den ,,Riesenmolekiilen“ mittels Nebenvalenzen zusammengefafte 
Klementarkomplexe vielleicht recht einfacher Natur zugrunde 
liegen. Abbau und Aufbau all dieser Verbindungen in den 
Zellen vollzége sich dann unter einfacheren Bedingungen, als 
wenn Baustein von Baustein gelist werden miiBte, ehe ein- 
fachere Komplexe zum Vorschein kommen. 


Experimenteller Teil. 
Reduktion von Seidenpepton. 


Das Pepton wurde gewonnen, indem Seidenfibroin mit 
der 5fachen Menge 70°/,iger Schwefelsiure 3 Tage lang 
im Brutraum stehengelassen wurde. Die Lésung wurde 
sodann nach quantitativer Entfernung der Schwefelsiiure 
mittes Atzbarytes unter vermindertem Druck zur Trockne 
verdampft. 


Die Reduktion wurde mit Natrium und Athylalkohol vor- 
genommen. Ks wurden jeweils 2—5 g Pepton mit einem 
Uberschu8 von Natrium — am besten gelangt letzteres in 
gekornter Form zur Anwendung — in einem gréferen Rund- 
kolben gemischt und nach raschem AufgieSen von etwa 100 ccm 
Alkohol bis zum Verschwinden des Natriums durchgeschiittelt. 
Mehr als 5g Pepton fiir eime Reduktion zu verwenden, ist 
nicht ratsam, da die Substanz sonst leicht zusammenbackt 
und so teilweise der Reaktion entzogen wird. Die weitere 
Verarbeitung geschah nach Entfernung des Alkohols, wie friiher 
beschrieben, teils durch fraktioniertes Ausschiitteln der alkali- 
schen Lisung mit Chloroform oder Ather und verdiinnter Salz- 
siure, teils durch Wasserdampfdestillation. Der Eindampt- 
riickstand der salzsauren Lésung bildete eine hygroskopische 
braune Messe. Die Substanz wurde auf Ton abgepreBt und 
des 6fteren aus Wasser unter Benutzung von Tierkohle ge- 
reinigt. Die Hauptmenge des beigemengten Chlorammons wurde 
beim Einengen der wiBrigen Lésung entfernt. Infolge grober 
Leichtléslichkeit gestaltete sich die Isolierung einheitlicher 
Substanzen aus dem Gemisch recht miihsam. 
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Neben Methylpiperazin, das schon friiher') bei der Re- 
duktion von Pepton gefunden worden war, konnten auf Grund der 
Analysen ihrer salzsauren Salze noch zwei Piperazine identifi- 
ziert werden: das dem Alanyl-serin-anhydrid entsprechende 
3-Methyl-6-oxymethylpiperazin 

CH, 
CH - CH, 
HNC NH 
CH,-GH-CH,OH 
und ein aus 4 Bausteinen, 2 Mol. Glycin, 1 Mol. Alanin 
und 1 Mol. Tyrosin, bestehendes Piperazin. 

Die Trennung der einzelnen Kérper voneinander erfolgte 
durch wiederholte fraktionierte Fallung ihrer alkoholischen 
Lisungen mit Ather. Als schwerst léslicher Teil wurde zuerst 
das Methylpiperazin erhalten, dessen Abtrennung relativ leicht 
gelang. Recht schwierig war dagegen die Gewinnung der 
anderen Piperazine. Auch waren die Ausbeuten bei der um- 
stiindlichen Art der Reindarstellung gering. Verschiedene, 
zum Teil krystallisierende Kérper konnten wegen der geringen 
Menge, in der sie bisher erhalten wurden, iiberhaupt noch 
nicht identifiziert werden. Versuche, eine Trennung der einzelnen 
Piperazine durch Darstellung von Derivaten vorzunehmen, 
fiihrten noch zu keinem Ergebnis. Da8 keinem der isolierten 
Produkte ein Pyrrolderivat zugrunde lag, bewies der negative 
Ausfall der Pyrrolreaktionen. 

Bemerkenswert ist, daB das aus 4 Bausteinen bestehende 
Piperazin, das aus der alkoholischen Lisung durch Ather rein 
weiB ausgefallt wurde, sich an der Luft gelb und bei langerem 
Stehen schlieBlich braun firbte; die Substanz ist auch ziemlich 
hygroskopisch. 

Fiir die Analysen wurden die Substanzen im Vakuum 
liber Phosphorpentoxyd bei 110° getrocknet. Die einzelnen 
Fraktionen der verschiedenen Stoffe ergaben iibereinstimmende 
Analysenwerte. 


) Vgl. E. Abderhalden u. W. Stix, Diese Zs. Bd. 132, S. 238 
(1924), 
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Fir das Dichlorhydrat des Methylpiperazins wurde 
gefunden: 
0,0270 g Substanz verbrauchten 3,15 cem n/10-H,SO,. 


0,0376 g = m 4,3 cem n/10-H,SO,. 
0,0319 ¢g - ” 3,65 ecm n/10-AgNOQ,. 
Fiir C,H,,N.Cl, Ber. Gef. 
N 16,199, 16,35, 16,02°/, 
Cl 40,98 40,57 


Die Substanz zeigt beim UbergieBen mit Natronlauge den 
bekannten rettichartigen Geruch. 

Analyse des 3-Methyl-6-oxymethylpiperazin-di- 
chlorhydrats: 

0,0497 g Substanz verbrauchten 4,82 eem n/10-AgNO,. 


0,1340 g * gaben 16,4 ecm N (18°, 740 mm). 
0,0935 g ™ verbrauchten 9,1 cem n/10-Siure. 
Fiir C,H,,ON,Cl, Ber. Gef. 
N 13,80, 18,98, 13,68°/, 
Cl 34,92 34,39 


Mit Natronlauge entwickelt das Salz alkaloidihnlichen 
Geruch. 

Fiir das sich von Glycyl-alanyl-glycyl-tyrosin-anhydrid a)- 
leitende Piperazin wurden folgende Analysenwerte gefunden: 

0,1564 g Substanz gaben 16,7 ccm N (11°, 740 mm). 

0,0544 g pa verbrauchten 4,9 cem n/10-Saure. 

01502 ¢ ,, . 13,4 ,, n/10-AgNO,. 

0,1086 2 ™ gaben 0,1728 g CO, und 0,0766 g H,0O. 

Fir G,,H;,0N,Cl, 
CH,—CH, 
CH,—NC ‘N—CH, -CH,-NH, + 4HCl 


| 
CH-N 


) H, CH,—-CH-CH, 

ie Ber. Gef. 
~~ N 12,79 °/, 12,50, 12,62 /, 
| | Cl 32,37 31,64 
w . C 43,83 43,40 

OH H 17,36 7,89 


Uber die Konstitution des Kérpers 1iBt sich noch nichts 
Bestimmtes sagen. Die Millonsche Reaktion fiel zwar negatiy 
aus, doch gab auch das synthetisch aus Tyrosinanhydrid dar- 
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gestellte Di-p-oxy-phenyl-methyl-piperazin keine positive Re- 
aktion mit Millons Reagens. 


Darstellung von Di-p-oxyphenyl-methyl-piperazin, 

OH 
C 

= « 

HC. cH 
OH, 
| 

CH,-CH 

(HCI=)HNGNH(=HCh), 


CH: GH, 
] 
CH, 


| 
Hoe Sco 


HC. cu 
C 
OH 
Das Tyrosinanhydrid wurde durch Erhitzen des 1-Tyrosin- 
methylesters im Olbad bei 150° dargestellt. Zur Reduktion 
wurde immer je 1 g Tyrosinanhydrid angewandt. Die Auf- 
arbeitung auf salzsaures Piperazin erfolgte, wie gewdhnlich, 
durch Ausschiitteln mit Chloroform und Salzsiure oder durch 
Wasserdampfdestillation. Das salzsaure Salz wurde zur 
Reinigung mit Tierkohle in alkoholischer Lésung erwiirmt. 
Das Salz schmilzt bei 265° zu einer schwarzen Fliissigkeit; 
leicht léslich in Wasser und Alkohol, unléslich in Ather. 
Millons Reaktion fiel negativ aus. 
0,0744 g Substanz verbrauchten 4,0 cem n/10-H,SO,. 


0,1508 g ™ ‘i 8,3 cem n/10-AgNOQg. 
Fir C,,H,,O,N,Cl, Ber. Gef. 
N 7,55 %/, 7,53 °/, 
Cl 19,11 19,52 


Reduktionsversuche mit dem Seidenfibroin selbst sind im 
Grange, doch kénnen noch keine eindeutigen Ergebnisse mit- 


 geteilt werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXIX. 12 
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Darstellung von Alanyl-serinanhydrid und eines 
aus zwei Molekiilen Glykokoll, einem Molekil Alanin 
und einem solchen von Tyrosin bestehenden An- 
hydrids aus Seidenpepton. 


Seidenfibroin wurde bei Zimmertemperatur mit 70°), iger 
Schwefelsiure iibergossen. Zunichst wurde etwa 1 Stunde 
stindig geriihrt. Dann wurde die braun gefarbte Lisung 
48 Stunden im Brutraum aufbewahrt. Die weitere Verarbeitung 
war die iibliche. Nachdem die Schwefelsiure quantitativ ent- 
fernt war, wurde zunichst das durch Kindampfen des Filtrates 
vom Bariumsulfat gewonnene Pepton mit Seesand verrieben 
und dann im Soxhlet-Apparat mit Essigither erschépft. 
Isoliert wurden Glycyl-alaninanhydrid und etwas Glycyl-tyrosin- 
anhydrid. Weiterhin wurde mit Athylalkohol extrahiert. Bein 
Abkiihlen der alkoholischen Lésung fielen feine Niadelchen 
aus. Ihre Menge war ziemlich erheblich. Unter dem Mikro- 
skop war deutlich zu erkennen, daB mindestens zwei Krystall- 
formen vorlagen. Beim Kindampfen der alkoholischen Lésung 
wurden weitere Krystallmassen erhalten. Sie wurden wiederholt 
aus heiBem absolutem Athylalkohol umkrystallisiert. Unter 
ziemlichen Verlusten wurde gine in kaltem Alkohol sehr 
schwer lésliche Krystallfraktion erhalten, die bitter schmeckte, 
gegen 208° zu Sintern begann und bei 230° vollstandig ge- 
schmolzen war. Sie léste sich in kaltem Wasser ziemlich 
schwer. In Essigiither liste sich auch beim Kochen nur wenig. 
Das Ergebnis der Analyse und ein Vergleich der festgestellten 
Kigenschaften mit dem synthetisch gewonnenen Alanyl-serin- 
anhydrid!) beweisen, daB diese Verbindung vorlag. 


0,0882 g Substanz gaben 0,1475 g CO, und 0,0490 g H,0. 


0,0611 g ‘ verbrauchten 7,8 eem n/10-Siaure. 
Fiir C,H, ,N,Os. Ber. Gef. 
C 45,54 °/, 45,60 °/, 
H 6,38 6,17 
N 11,72 17,87 


1) Vel. Emil Fischer und H. Roessner, Liebig, Ann, der Chem 
Bd. 375, S. 199 (1910). 
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Nach Erschépfung des Seidenpeptons mit Athylalkohol 
wurde mit Methylalkohol extrahiert, darauf mit Chloroform. 
Aus beiden Lisungsmitteln konnten in gréBerer Menge amorphe, 
zunichst sehr hygroskopische Produkte gewonnen werden, und 
zwar durch Fallen mit Ather. Die schneeweiBen Substanzen 
firbten sich beim Abnutschen schon auf dem Filter gelb und 
wurden dann weiterhin braun. Es wurde versucht, durch 
Abnutschen unter Ausschlu8 von Luft zu bestiindigeren Pro- 
dukten zu gelangen. Der Erfolg war jedoch kein ausreichender, 
um zu einem Urteil tiber die Zusammensetzung der gewonnenen 
Produkte zu gelangen. Sie gaben ohne Ausnahme starke 
Millonsche Reaktion. Die Ninhydrinprobe fiel auch stark 
positiv aus. Ks wurden nunmehr alle Rohprodukte, weil sie sehr 
ihnliche Kigenschaften zeigten, vereinigt und nunmehr wieder- 
holt aus sorgfaltig getrocknetem Methylalkohol umgelést. Es 
konnten jetzt durch Fallen mit absolutem, sorgfaltig wasser- 
frei gemachtem Athylalkohol mehrere luftbestindige Frak- 
tionen abgeschieden werden. Davon waren die beiden zuerst 
ausfallenden Produkte rein wei® und nicht hygroskopisch, 
wihrend die in Methylalkohol leichter und leicht léslichen 
Substanzen gelblich gefarbt ausfielen und ziemlich leicht etwas 


 yerharzten.° 


Die beiden, wei aussehenden krystallinischen Pulver 
wurden in ihren Eigenschaften verglichen. Sie waren sich 
sehr thnlich. Die Millonsche Reaktion trat schon in der 


_ Kilte ein. Die Ninhydrinprobe wurde erst nach lingerem 


Kochen mehr und mehr positiv. Wurden die beiden Sub- 


_ Stanzen mit n-Natronlauge aufgekocht, dann die Lésung genau 


neutralisiert und nunmehr mit Ninhydrin gekocht, so trat sehr 
bald eine Blaufarbung ein. Die Pikrinsaurereaktion war 
positiv, wenn auch etwas schwach. Die vollstiindige Hydrolyse 
des Produktes ergab Glykokoll, Alanin und Tyrosin. Die 
erstere Aminosiure wurde in Form ihres Esterchlorhydrates 


| abgetrennt und zur Wiagung gebracht. ‘Tyrosin war zuvor 
durch fraktionierte Krystallisation entfernt worden. Das Alanin 
_ wurde in der Mutterlauge des Glykokollesterchlorhydrates auch 
_ in Form seines salzsauren Esters identifiziert. Die Ausbeuten 


12* 
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an den einzelnen Aminosiuren standen ziemlich genau im 
Verhiltnis von 1 Alanin, 1 Tyrosin und 2 Glykokoll. Das 
isolierte Produkt erinnerte stark an das aus 2 Molekiilen 
Glykokoll, einem solchen von Alanin und einem Molekiil 
Tyrosin bestehende Tetrapeptid. Wihrend jedoch dieses 
sofort eine intensive Ninhydrinreaktion und keine Pikrinsiiure- 
reaktion zeigt, beobachteten wir bei dem beschriebenen Produkt 
das erwahnte Verhalten. Die Analyse ergab fiir C-, H- und 
N-Werte, die gut auf ein Produkt, bestehend aus je einem 
Molekiil Alanin und Tyrosin und 2 Molekiilen Glycin minus 
4 Molekiile Wasser iibereinstimmen: 
0,1123 g Substanz gaben 0,2273 g CO, und 0,0591 g H,0O. 


0,0915 g . verbrauchten 10,3 cem n/10-Siiure. 
Fir C,H oN,0,. Ber. Get. 

C 55,17 %/, 55,20 %/, 
H 5,75 5,85 
N 16,09 15,77 


Das Produkt zersetzte sich beim Erhitzen in Capillar- 
rdhrchen unscharf gegen 235°. 
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Uber die Anhydridstruktur der Proteine. 
Von 
Emil Abderhalden und Ernst Komm. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a, S.) 


(Der Redaktiqn zugegangen am 18 Juli 1924.) 


Ks sind in der letzten Zeit von verschiedener Seite 
Forschungen iiber die Struktur der Kiweifstoffe unternommen 
worden und zwar mit dem Ziel, zu priifen, ob neben der von 
Kmil Fischer und Franz Hofmeister angenommenen Poly- 
peptidstruktur noch andere Kombinationen von Aminosiiuren 
vorhanden sein kénnten. Es sei an die Versuche Troense- 
gsaards!) erinnert. Er ist der Ansicht, ob im EiweifSmolekiil 
Pyrrolringe vorhanden sind, die bei der Hydrolyse Amino- 
siuren liefern kénnten. Weitherhin haben Karrer?) und 
seine Mitarbeiter die Méglichkeit diskutiert, ob im EKiweib- 
molekiil Pyrazinringe vorhanden sein kénnten. Ein Beweis 
fir ihr Vorhandensein liegt einstweilen nicht vor. Wiirden 
sich Pyrazinringe im HiweiSmolekil feststellen lassen, d. h. 
finden sich Kombinationen von 2,5-Diketopiperazinen in der 
Knolform, bzw. als Pyrazine, mit Aminosiiuren in der von 
Karrer als Beispiel gewihlten Form vor, dann wire der erste 
Fall einer sekundiren Entstehung von Aminosiiuren aus Kiweib 
nachgewlesen. Betrachtet man das folgende, von Karrer 
gewihlte Beispiel, dann haben wir einen Komplex vor uns, 


ne 


') N. Troensegaard, Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1920); Bd. 127, 
_ 8.187 (1923); Bd. 130, S. 84 (1923). N. Troensegaard und Julius 
_ Schmidt, ebenda Bd. 133, S. 116 (1924). 

*) P. Karrer, A. Griinacher und A. Schlosser, Helv. chim. 
Acta Bd. 6, S. 1108 (1923). 
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der bei der Hydrolyse zwei Oxysiuren — im_ gewihlten 
Beispiel Serin — und zwei Aminosiiuren liefern wiirde: 
NH, 

0-CH,-CH-COOH 

- CH, 
> ae sah OH NH, 
~~ we + 4,0 ———> 2 lon. CH-coon| * 

CH, 

0.CH,-CH-COOH 
Cn 
NH, NH, 


CH,-COOH + CH,-CH-COOH. 

Weiterhin ist mit der Méglichkeit gerechnet worden, dab 
im EiweiBmolekiil Diketopiperazine vorgebildet sind. Der 
bloBe Befund zahlreicher Verbindungen dieser Art bei der 
Hydrolyse von Eiweifstoffen unter verschiedenen Bedingungen 
geniigt als Beweis fiir das Vorkommen von Anhydriden der 
erwihnten Art im Eiwei8molekil nicht. Wir selbst haben in 
einer eingehenden Arbeit den Beweis erbracht, da’ sogar beim 
Kochen von Dipeptiden mit Wasser aus diesen Diketopiper- 
azine hervorgehen.') Es muBten deshalb andere Wege ein- 
geschlagen werden, um das primire Vorkommen des 
Diketopiperazinringes im EKiweiB zu erweisen, wobei 
selbstverstindlich der erwaihnte Ring im Eiweif in 
tautomeren Strukturen enthalten sein kann. Wir 
kommen auf diesen Punkt noch zuriick. Der eine von uns 
hat bereits mit Stix?) zeigen kénnen, daB bei der Reduktion 
von hochmolekularem Seidenpepton Methylpiperazin nach- 
weisbar ist. Dieses kann nur aus Alanyl-glycinanhydrid 
entstanden sein. Durch weitere Versuche, die der eine von 
uns gemeinsam mit Schwab%) durchgefiihrt hat, konnte er- 





1) Emil Abderhalden und Ernst Komm, Diese Zs. Bd. 134, 
S. 121 (1924); ein weiterer Beitrag ist in dieser Zeitschrift im Erscheinen. 
®) Emil Abderhalden und W. Stix, Diese Zs. Bd. 129, 8. 143 
(1923). : 
5) Emil Abderhalden und Ernst Schwab, Diese Zs. Bd. 139, F 
S. 169 (1924). 
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wiesen werden, daf Dipeptide unter den bei der Reduktion 
herrschenden Bedingungen keine Piperazine liefern. Es wird 
demnichst tiber weitere Erfolge auf diesem Gebiet berichtet. 
Sie beweisen, daB in der Seide ohne jeden Zweifel 
Ringsysteme in der Art von Diketopiperazinringen 
vorhanden sind. 

Kin anderer Weg, der offenbar auch erfolgreich ist, 
besteht in vergleichenden Versuchen iiber das Ver- 
halten von Polypeptiden und Diketopiperazinen gegen- 
iiber Oxydationsmitteln. Beide verhalten sich verschieden. 
Es ist zu hoffen, daB charakteristische Oxydationsprodukte 
aus beiden Arten von Verbindungen zu gewinnen sind. Uber 
die Ergebnisse dieser Versuche wird demniichst berichtet. 

Unter allen Umstinden bleibt dem direkten Nach- 
weis bestimmter Atomgruppierungen im EiweiB- 
molekiil der Vorrang. Gleichzeitig wird man jedoch den 
Versuch zu unternehmen haben, mit Hilfe von fiir bestimmte 
Atomgruppierungen charakteristischen Reaktionen auf bestimmte 
Strukturen im Hiwei8molekiil zu fahnden. Wir haben zuniichst 
an einem gréBeren Material, bestehend aus Aminosiiuren, 
Polypeptiden, Diketopiperazinen, Peptonen und endlich 
KiweiBstoffen vergleichende Untersuchungen mit 
einigen Farbreaktionen vorgenommen, die fiir Car- 
honylgruppen charakteristisch sind. Wir verwendeten 
zunichst Pikrinsiure in alkalischer Lésung. Wir wollen 
die auftretende rotbraune Farbe der Einfachheit halber 
Pikrinsiurereaktion nennen. Die Reaktion ist bekanntlich 
vor allen Dingen zum Nachweis von Kreatinin verwendet worden.) 
Das Verhalten von Diketopiperazinen und einigen anderen Ver- 
bindungen gegentiber dem erwihnten Reagens ist spiterhin von 
Sasaki’) studiert worden. Wir kinnen dessen Befunde nicht in 
allen Teilen bestiitigen. Zuniichst sei hervorgehoben, daB keine 
Aminosiure und kein Polypeptid eine positive Pikrin- 
Siurereaktion gibt. Wohl geben einzelne Aminosiuren und 





') Jaffé, Diese Zs. Bd. 10, S. 399 (1886). 
*) T. Sasaki, Biochem. Zs. Bd. 114, S. 63 (1921). 
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auch Polypeptide, die diese als Bausteine enthalten, eine Farb- 
reaktion. Es handelt sich aber nur um eine mehr oder weniger 
starke Braunfirbung. Die charakteristische Farbreaktion stellte 
sich nicht ein. Eine Sonderstellung nimmt das Glukosamin 
ein, das eine sehr starke positive Pikrinsiurereaktion gibt. Es 
ist wenig wahrscheinlich, daB dieser aus einigen EKiweiBstoffen 
isolierte Aminoaldehyd bei der Anstellung der Pikrinsiure- 
reaktion mit Kiweifstoffen stérend sein kénnte, Es diirfte die 
Aldehydgruppe nach allen vorliegenden Erfahrungen im Hiweif 
gebunden sein. Chitin, mit Pikrinsiure und Soda gekocht, 
liefert keine Pikrinsiiurereaktion. Es ist von gréBtem Interesse, 
daB Diketopiperazine eine positive Pikrinsdure- 
reaktion geben. Wie die Zusammenstellung ergibt, tritt die 
Reaktion mit Glycinanhydrid und vielen Glycin als Kompo- 
nente enthaltenden Anhydriden zwar besonders schnell (auch 
in der Kilte) ein, jedoch ergeben im Gegensatz zu der Mit- 
teilung von Sasaki auch Diketopiperazine, denen Glycin fehlt, 
die Pikrinsiurereaktion. 

Es ist nun von der gréBten Bedeutung, daB die Pikrin- 
siurereaktion bei zahlreichen EKiweiBstoffen positiy 
ausfaillt. Wir konnten ferner eine gréBere Zahl von Pep- 
tonen untersuchen, die ohne Ausnahme nach der folgenden 
Methode gewonnen waren. Die Proteine wurden bei Zimmer: 
temperatur 2—3 Tage der Kinwirkung von 70°/,iger Schwefel- 
siiure ausgesetzt. Unter sorgfiltiger Vermeidung der Mog. 
lichkeit einer weitergehenden Hydrolyse bei der Aufarbeitung 
(Entfernung der Schwefelsiiure) wurden die Peptone isoliert. 
Sie lieferten eine ganz besonders starke Pikrinsiurereaktion. 
Auch ein bei der Verdauung von Hiwei8 (Casein und Edestin) 
mit Pankreassaft iibrig gebliebener Komplex, der hauptsivhlich 
Prolin und Phenylalanin enthielt, ergab starke Pikrinsiure- 
reaktion. Das gleiche war mit einem als_ ,,Antipepton 
nach Kiihne“ bezeichneten, in der Sammlung des Physio- 
logischen Instituts befindlichen Priiparat der Fall. Endlich 
sei erwihnt, daB ein von Kiliani?) aus Antiarisharz ge- 


1) H. Kiliani, Chem. Ber. Bd. 46, 8. 667 (1913). 
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wonnener KiweiBkérper, tiber dessen Gehalt an Aminosiuren 
Kotake und Knoop!) berichtet haben, eine ganz auffallend 
starke Pikrinsiurereaktion liefert. Die Ninhydrinreaktion 
ist dagegen negativ.?) Bei Behandlung des Proteins mit 
Lauge gelingt es, eine positive Ninhydrinreaktion zu erhalten, 
wihrend gleichzeitig die Pikrinsiurereaktion an Intensiat 
zuriickgeht. Der betreffende Eiwei8kérper wird weiter unter- 
sucht. Es liegt offenbar ein an Anhydriden reiches Protein 
vor. Uberraschend ist immer wieder sein auffallend leichtes 
Krystallisationsvermégen. 

Wir haben ferner die folgenden Farbreaktionen auf Keto- 
gruppen untersucht: 

1. Die Reaktion mit Nitroprussidnatrium nach Legal. 
Ks waren jedoch mit dieser Reaktion keine Ergebnisse zu 
erzielen, da alle untersuchten Substanzen einen negativen Aus- 
fall ergaben. Nur die N,N’-Diacetylverbindung des Glycin- 
anhydrids farbte sich beim Anstellen der Reaktion intensiv rot. 

2. Die Reaktionen mit m-Dinitroverbindungen und 
m-Diaminen nach vy. Bitté. Als eine Verbindung der ersten 
Klasse wihlten wir m-Dinitrobenzol und priiften die Reaktion 
an verschiedenen Aminosiuren, Polypeptiden, Peptonen, Di- 
ketopiperazinen und endlich an EiweiBkérpern. Die Ergeb- 
nisse waren die gleichen — bis auf geringfiigige Abweichungen 
— wie bei der Pikrinsiurereaktion. Diketopiperazine, Peptone 
und KiweiBkérper gaben eine positive Reaktion, wahrend alle 
untersuchten Aminosiuren und Polypeptide negativ reagierten. 
Als Vertreter eines m-Diamins wahlten wir m-Phenylen- 
diamin. Wir erhielten nur negative Ergebnisse. Weitere 
Farbreaktionen auf Carbonylgruppen werden wir unter den 
gleichen Gesichtspunkten auf ihre Verwendbarkeit nach Kin- 
gang der notwendigen Reagenzien priifen. 





Bevor wir auf die aus den vorliegenden Ergebnissen ab- 
leitharen Moglichkeiten der Struktur der Proteine eingehen, 


') J. Kotake und F. Knoop, Diese Zs. Bd. 75, S. 488 (1911). 
*) Vgl. hierzu Emil Abderhalden und H. Schmidt, Diese Zs. 
Bd. 85, S. 147 (1913). 


186 Emil Abderhalden und Ernst Komm, 


miissen wir noch der Arbeiten von Ssadikow und Zelinsky» 
gedenken. Diese Forscher haben eine grobe Reihe neuer Amino- 
siiuren und vor allen Dingen von Anhydriden veréffentlicht. Ks 
muB mit allem Nachdruck betont werden, daB sie fiir keine 
einzige der von ihnen aufgestellten Formeln einen 
Beweis fiir die angenommene Struktur erbracht haben, 
Es handelt sich zunichst um reine Phantasien. Ks lieBe sich 
mit Leichtigkeit zu jeder einzelnen Angabe, die sie machen, 
der Beweis fiihren, wie auBerordentlich wenig die beiden 
Autoren mit den Grundlagen der Eiweifchemie vertraut sind. 
Ks wiirde viel zu weit fiihren, all die vorhandenen Unklar. 
heiten und Unrichtigkeiten aufzufiihren. Da jedoch die beiden 
Autoren in ihrer letzten Arbeit zum Ausdruck brachten, dab 
der eine von uns (A.) sich ihrer Ansicht, wonach im Kiweif 
Anhydride vorkommen, rasch angeschlossen habe, so ist es 
doch erforderlich, auch an dieser Stelle ganz ausdriicklich 
hervorzuheben, dab die Arbeiten der beiden russischen Autoren 
in keinem Zusammenhange mit den aus dem hiesigen Institut 
hervorgegangenen Arbeiten stehen. Die Idee, die sich Ssadikow 
und Zelinsky von der Struktur des Eiweifes machen, wird 
immer ihr geistiges EKigentum bleiben! Sie diirfen aber nicht 
erwarten, da die von ihnen aufgestellten Formeln und von 
ihnen gebildeten Namen bei Diskussionen iiber die Struktur 
der Proteine Beriicksichtigung finden werden, ehe sie nicht 
den Nachweis erbracht haben, daB sie wirklich eine Verbin- 
dung der von ihnen bezeichneten Art in Hiinden hatten. Einige 
Punkte seien im folgenden hervorgehoben: Zuniichst sprechen 
sie von einer katalytischen Spaltung von Proteinen. Diese 
Hervorhebung beriihrt eigentiimlich. Jede MHydrolyse kann 
mit demselben Recht als katalytische bezeichnet werden! Die 
Spaltung unter Druck stellt nichts Besonderes dar. Die Ver- 
hiltnisse wiirden anders liegen, wenn die genannten Autoren 
einen bestimmten Katalysator, der bis jetzt nicht zur Anwen- 
dung gekommen ist, verwendet hitten. S.31 und 50 (Biochem. 
Zs. Bd. 147, a. a. O.) machen die beiden Autoren einen Unter- 


1) Biochem, Zs, Bd, 147, S. 30 (1924); vgl. auch Bd. 136, S. 241 (1923). 
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schied zwischen Leucyl-valinanhydrid und Valyl-leucinanhydrid 
bzw. Phenylalanyl-glycinanhydrid und Glycyl-phenylalanin- 
anhydrid. Die beiden Autoren sind offenbar der Meinung, daf 
zwei verschiedene Kérper vorliegen, je nachdem sie die Be- 
zeichnung des Anhydrids mit Leucyl oder Valyl bzw. Phenyl- 
alanyl oder Glycyl beginnen lassen! Auf 8. 32 ist die Ver- 
hindung Phenylglycyl-glycinanhydrid angefihrt. Nun ist 
Phenylglykokoll als Baustein von Proteinen unbekannt. Ssa- 
dikow und Zelinsky geben als Schmelzpunkt 268,5° an. 
Die betreffende Verbindung ist von Petrescu!) synthetisch 
dargestellt worden. Sie schmilzt bei 232°. 

Sehr merkwiirdig héren sich die Bezeichnungen dehydro- 
genisiertes Butalanyl-leucinanhydrid an (S. 33), oder dehydro- 
genisiertes Prolylanhydrid (S. 34). SchlieBlich wird ein Methyl- 
prolyl-prolinanhydrid angefiihrt (S. 34). Fir alle diese Ver- 
bindungen fehlt jeder Strukturbeweis. Dasselbe gilt fiir simt- 
liche von den Autoren Dipeptine genannten Verbindungen. 
Es sei ferner darauf hingewiesen, daB das von den genannten 
Autoren S. 50 angefiihrte Butalaninanhydrid ohne Zweifel 
Glycyl-leucinanhydrid ist. Das Butalaninanhydrid ist in zwei 
Formen bekannt.”) Die A-Form schmilzt bei 270—276°, 
die B-Form bei 255°. Das Butalaninanhydrid von Ssadikow 
und Zelinsky schmilzt bei 240°. Glycyl-leucinanhydrid zeigt 
Schmelzp. 239°. AuBerordentlich merkwiirdig ist auch die 
folgende Angabe (S. 35): Bei der Hydrolyse eines Anhydrids 
erhielten die Autoren bei der fraktionierten Krystallisation 
vier Anteile und zwar erstens eine in Wasser schwer lésliche 
Krystallisation, zweitens ein etwas leichter lésliches Produkt. 
Dann folgte als Nr. 3 eine leicht lésliche Krystallfraktion. 
SchlieBlich verblieb dann ein Sirup. Die drei ersten Krystall- 
fraktionen werden als Leucin angesprochen! Nun ist be- 
kanntlich Leucin eine besonders schwer lisliche Aminosiiure 
und zwar sind alle bis jetzt bekannten Isomeren der Sechs- 
kohlenstoffgruppe schwer léslich. Die dritte, leicht lésliche 


) Petrescu, Bull. Soc. chim. Rom. J, 56 (1920). 
*) E. Fischer nnd K. Raske, Chem. Ber. Bd. 39, 3981 (1906). 
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Krystallfraktion muBte somit etwas anderes als Leucin sein, 
oder aber sie war auBerordentlich unrein. Es lohnt sich 
nicht, die erwihnte Arbeit von Ssadikow und Zelinsky 
einer weiteren Besprechung zu unterziehen. Es darf aber 
immerhin zum Ausdruck gebracht werden, daB derartige 
Arbeiten die Forschung auf dem Gebiete der KiweiBchemie 
nicht férdern, sondern nur stéren, weil wohl oder iibel jeder 
Autor, der auf diesem Gebiete arbeitet, sich mit den Mit- 
teilungen von Ssadikow und Zelinsky wird befassen miissen. 
Wir unsererseits halten so lange, bis die genannten Autoren 
nicht fiir die von ihnen in so groBer Zahl gefundenen neuen 
Aminosiiuren und anhydridartigen Verbindungen den Existenz- 
beweis erbracht haben, eine weitere Beriicksichtigung der 
erwahnten Arbeiten fiir unangebracht. 


Die vorliegenden Beobachtungen gaben Veranlassung, 
noch weiter in das Problem der méglichen tautomeren Formen 
der aus zwei Aminosiiuren bestehenden Anhydride ein- 
zudringen. Ks kommen die folgenden tautomeren Formen 
in Frage: 


I II Ill IV 
OH HO HO H 
CO. CH, C . CH, C . CH, C=C 
HNC NH, NC NH, NC my, HNC NHL 
OH,-Go GH,- GO OH,-G 6=6 
OH H OH 


Die zuletzt angefiihrte Struktur wollen wir einstweilen 
auBer Betracht lassen. Fiir uns ergab sich die Frage, wie 
sich Diketopiperazine verhalten, nachdem sie einerseits am 
Stickstoff gekuppelt sind und andererseits unter Annahme der 
Enolstruktur mit der C(OH)-Gruppe eine Kombination mit 
einem weiteren Molekiil eingehen. Wir haben die folgenden 
Verbindungen, ausgehend von Glycinanhydrid, dargestellt und 
ihr Verhalten gegeniiber den oben erwihnten Reagenzien ge- 
priift. Das Ergebnis war das folgende: 
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1. N,N’-Diacetyl-2,5-diketopiperazin: 


CO - CH, 
CH,-CON¢ —N-0C-CH,. 
CH,-CO 
Pikrinsiurereaktion: positiv; Reaktion mit m-Dinitrobenzol 
in alkoholischer Liésung: positiv; Reaktion mit Nitroprussid- 
natrium: positiv. 


2. Dibenzoyl-2,5-diketopiperazin: 
CO - CH, 
CoH,-CO-NC N-0C- CH, 
CH,-CO 


(Der Ausfall der Reaktionen libt 
die Méglichkeit zu, daB eine 


Pikrinsiurereaktion : negativ | O,O’-Verbindung in Form des 
m-Dinitrobenzolreaktion: at Esters vorliegt (vgl. den experi- 
Nitroprussidnatriumreaktion : m mentellen Teil). Wir sind damit 


beschiftigt, diese Annahme experi- 
mentell zu priifen. 





3. N, N’-Dibenzyl-2,5-diketopiperazin: 
CO - CH, 
C,H,-CH,- i OP \N-CH,- C,H. 


Pikrinsiurereaktion (in fade Lésung): positiv 
m-Dinitrobenzolreaktion (,, ie ~~ e # 


4. Q,O’-Dibenzylaither des 2,5-Dioxy-dihydro- 


pyrazin, 
O . CH, ® C,H; 


| 

O-CH,-C,H, 
Pikrinsiiurereaktion: negativ 
m-Dinitrobenzolreaktion: - 


Wenden wir uns nun der Frage zu, welche Struktur den 
Proteinen auf Grund der bis jetzt erhobenen Befunde zuerkannt 
werden kann. Emil Fischer machte den Versuch, durch 
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siureamidartige Verkniipfung méglichst vieler Aminosiiuren 
Produkte zu gewinnen, die in ibren Eigenschaften Proteinen 
moglichst nahe kommen sollten. Das die meisten Bausteine 
enthaltende Polypeptid ist von dem einen von uns (A.) und 
Fodor?) dargestellt worden. Es besteht aus 19 Bausteinen, 
Freilich ist sein Bau insofern einténig, als nur die Amino- 
siuren Glykokoll und Leucin an seinem Aufbau beteiligt sind. 
Das Produkt zeigte manche Eigenschaft, die denen der Peptone 
gleicht. Die Biuretreaktion war stark positiv. Die Lisungen 
des Polypeptids schiumten stark. Es diffundierte zum Unter- 
schied von EiweiB durch tierische Membranen. Sein Zustand 
war recht stabil. Durch Pankreassaft erfolgte Abbau zu 
Aminosauren. Das von Emil Fischer dargestellte 18 Amino- 
siuren aufweisende Polypeptid zeigte ein Ahnliches Ver- 
halten.?) 

Vergleicht man ein solches Polypeptid, das eine lange, 
offene Kette von Aminosiuren darstellt, mit Kiwei8, dann fiallt, 
wenn man von den Proteinoiden absieht, vor allem die grofe 
Stabilitat und die geringe Reaktionsfihigkeit auf. Jede Vor- 
stellung iiber bestimmte Strukturverhiltnisse in EiweiBkérpern 
und insbesondere von solchen, die im Zelleben eine bedeut- 
same Rolle spielen, mu8 mit der Tatsache ihres ganzen Zu- 
standes, ihrer leichten Uberfiihrbarkeit aus dem genuinen in 
den denaturierten Zustand, d. h. mit ihrer mehr oder weniger 
groBen Labilitit rechnen. Sicher haben die Proteine im Proto- 
plasma Eigenschaften, die uns noch unbekannt sind. Wir 
studieren die Proteine fast durchweg in mehr oder weniger 
verindertem Zustand. Auf der einen Seite haben wir Protein- 
arten, die in gewissem Sinne denaturiert im Organismus und 
auBerhalb desselben Verwendung finden. Wir sehen den Seiden- 
faden, den Faden der Spinne, den Byssus bestimmter Muscheln usw. 
erstarren. Aus einer labilen Form ist ein sehr stabiles Gebilde 
entstanden. Auf der anderen Seite ist mit den Zellfunktionen 


1) Emil Abderhalden u. A. Fodor, Chem. Ber. Bd. 49, S$. 561 
(1916). 
*) Emil Fischer, Chem. Ber. Bd. 39, S. 2893 (1906). 
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nur ein in feiner Weise eingestellter, unzweifelhaft reaktions- 
fihiger Zustand der Proteine vereinbar. Tritt der Tod ein, 
dann gerinnen die Zellproteine, zum mindesten iindern sie 
ihren Zustand in tiefgehender Weise. 

Die Annahme einer siureamidartigen Verkettung der 
KiweiBbausteine im EiweiBmolekiil (sofern man von einem 
solchen sprechen kann) stiitzt sich in erster Linie auf folgende 
grundlegende Feststellungen: Polypeptide sind, sofern sie 
aus den in der Natur vorkommenden Aminosiuren 
aufgebaut sind, mit wenig Ausnahmen von Fermenten, 
die im Pankreas- und Darmsaft enthalten sind, hydro- 
lysierbar.') Ferner begegnen wir auch in den Zellen Fer- 
menten, die diese abzubauen vermégen. Bei der Spaltung 
bilden sich unter Wasseraufnahme Aminos&uren. Nach 
unseren ganzen Vorstellungen iiber Fermentwirkungen ist nicht 
anzunehmen, daf die erwahnten Fermente eine Bindung lésen, 
die ihnen fremdartig ist. Vielmehr darf der Beweis unbedingt 
als erbracht gelten, daB die siureamidartige Verkniipfung von 
Aminosaiuren etwas jenen Fermenten Vertrautes darstellt. 

Kine weitere, allerdings in der direkten Form nicht voll- 
wertige Stiitze fiir das Vorkommen von Polypeptidketten im 
EiweiB bildet der Befund von solchen unter den Abbau- 
stufen einer schonend durchgefihrten nur teilweisen 
Hydrolyse von Proteinen. Hier kann allerdings eingewandt 
werden, daB die gewonnenen Polypeptide nicht vorgebildet zu 
sein brauchen. Sie kénnten z. B. durch Aufspaltung von Ringen 
sich sekundar bilden. 

Eines steht wohl fest, namlich, daB siureamidartig 
verkettete Aminosiuren im EiweifB vorhanden sind, 
ganz gleichgiiltig, ob dariiber hinaus sich weitere 
anhydridartige Verkniipfungen finden. Auch dann, wenn 
wr zB. annehmen wiirden, daB im Eiweif Pyrazine vor- 
handen sind, diirften beim Abbau voriibergehend Polypeptide 
bzw. Dipeptide in Erscheinung treten, wie das folgende Bei- 
spiel zeigt: 


1) Vgl. hierzu Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd. 130, S. 205 (1923). 
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NH, 
O-CH,-CH- COOH 
© - CH, 
ng DN + 2H,0 ——>» 


CH-G NH, 
| ° e 
CH, 0-CH,-CH-COOH 


OH 
bs - CH, OH NH, 
Pa a 
N€ DN +: 2 CH,-CH-COOH, 
CH-C 
| ° 
CH, OH 
OH 
b a, CO-CH, 
1p } = r/ Ms \g 
N€ DN > HNC NH + H,0 > 
CH-¢ CH-CO 
| : | 
CH, OH CH, 
NH, -CH,-CO-NH-CH-COOH. 


| 
CH, 


Jede Annahme einer bestimmten Struktur im Eiweib- 
molekiil muB auf der einen Seite allen Eigenschaften der 
Proteine gerecht werden und zugleich, soweit es sich nicht 
um Proteinoide handelt, dem Umstande der Abbaufahigkeit 
durch bestimte Fermente Rechnung tragen. Ja, auch die 
Proteinoide unterliegen ohne jeden Zweitel der Hydrolyse durch 
Fermente. Abgesehen davon, daB manche Proteinoide, wie 
Gelatine, Elastin, Bindegewebe u. dergl. von Pepsinsalzsiure 
angegriffen werden, wissen wir, daB Seide, Keratin usw. mat- 
chen Tierarten als Nahrung dienen. Soweit unsere bisherigen 
Kenntnisse reichen, eriibrigt sich die Annahme_ besonderer 
Fermente zur Aufsprengung von Anhydridringen, weil offenbar 
die Siure des Magens und ferner das Alkali im Darminhalt 
ausreicht), um vorhandene Ringsysteme aufzuspalten. Jede 





') Emil Abderhalden und K. Goto, Fermentforschung Bd. /, 
S. 169 (1923). — Emil Abderhalden, Pfliigers Arch. Bd. 201, 5S. ! 
(1923). 
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Apnahme von gegen Alkali und Siauren stabilen Ringen, wie 
z. B. von Piperazinringen u. dergl. wiirde wohl in Widerspruch 
mit der leichten und raschen Zerlegung des Proteinmolekiils 
durch Fermente treten, es sei denn, daB der Beweis der An- 
wesenheit besonderer Fermente gefiihrt wiirde, die solche Ring- 
systeme aufzusprengen verméchten. Es ware an und fir sich 
nicht undenkbar, daB es Fermente gibt, die Umlagerungen, d. h. 
Wanderungen von Gruppen bewirken und so eine tautomere 
Form in eine andere iiberfiihren, wodurch in besonderen Fallen 
schon ein Zerfall des ,,Molekiils“ bedingt sein kénnte. Auf 
alle Fille kommen fiir die Strukturverhiltnisse der verdaulichen 
Proteine alle Vorstellungen nicht in Frage, die sich auf Baustein- 
verkniipfungen stiitzen, deren Loésung unter biologischen Be- 
dingungen unméglich ist. 

Jede Annahme einer bestimmten Struktur der Proteine 
muB endlich mit der Tatsache in Einklang stehen, daB der 
fermentative Abbau wie auch derjenige durch Sauren 
und Alkalien zu bestimmten Aminosiuren fihrt. 

Mit den gestellten Anforderungen steht die Annahme von 
durch verdiinntes Alkali und verdiinnte Siuren leicht aufspalt- 
baren Anhydriden in vollem Einklang. Es fragt sich nun nur, 
ob die aus zwei Aminosiiuren bestehenden Anhydride 2,5-Di- 
ketopiperazine darstellen oder aber anderer Art sind. Fiir 
die erstere Form spricht sehr vieles. Zunichst ist es gelungen, 
aus Seidenpepton durch Reduktion Methylpiperazin}) zu ge- 
winnen. Ks sind, wie aus der Mitteilung von Abderhalden und 
Schwab?) hervorgeht, noch andere Piperazine isoliert worden. 
Diese kénnen nur aus 2,5-Diketopiperazinen entstanden 
sein. Es bleibt nur noch die Méglichkeit, daB diese sekundir 
sich bilden. Sicher ist, daB fiir ihre Entstehung nicht Di- 
peptide in Betracht kommen, denn es konnten unter den fir 
die Durchfiihrung der Reduktion gewihlten Bedingungen aus 
Polypeptiden keine Piperazine gewonnen werden. Es kame 


| Somit nur noch die Méglichkeit einer tautomeren Form in 





') Emil Abderhalden und Walther Stix, Diese Zs. Bd. 129, 
S. 148 (1923), 
*) Im Erscheinen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIX. 13 
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Frage. In der Tat ist es denkbar, da8 Anhydride, wie folgt, 
mit Aminosiiuren in Beziehung treten kénnten: 
0-0C-CH-CH, 


OH,-C 
0-0C-CH-CH,-OH 


| 
NH, 


Ks wire unter diesen Umstiinden schon mdglich, daB bei 
der Reduktion die mit dem Anhydrid gekuppelten Aminosiiuren 
unter gleichzeitiger Umlagerung der Enolform in die Ketoform 
abgespalten werden. Leider steht noch keine Verbindung der 
oben erwihnten Art zur Priifung des Verhaltens gegeniiber 
Ketogruppenreagenzien zur Verfiigung. Es ist jedoch voraus- 
zusehen, da die Reaktionen mit diesen negativ ausfallen 
wiirden, d. h. der positive Ausfall wiirde wohl die Abspaltung 
der Aminosiiuren anzeigen. Auch die folgende Verbindung kommt 
in Frage. Dab sie keine Ketoreaktionen zeigt, erklart sich aus 


ihrer Struktur. 
0.CH,-CH-COOH 


| 
NH, 
}. CH, 
ne » 
Né DN 
CH, -C 
| 
O-CH,-CH- COOH 
| 
NH, 


Wir kénnen die Vermutung Karrers, daB im Eiweil 
Pyrazinringe eine groBe oder doch griBere Rolle spielen kénn- 
ten, in mancher Hinsicht an Hand unserer Beobachtungen und 
ferner auf Grund der Bindungsweise der unter den Spalt- 
produkten von Proteinen aufgefundenen Oxysiuren _priifen 
Nimmt man mit Karrer an, daB diese im EiweiB nicht pri- 
formiert sind, sondern erst, wie Seite 182 veranschaulicht, bei 
der Hydrolyse von Pyrazinderivaten entstehen, dann _ diirfte 
das Tyrosin im Eiweif nicht als Phenol in Erscheinung treten. 


a 
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Der Ausfall der Millonschen. Reaktion beweist jedoch, da’ 
diese Oxysiure ohne Zweifel nicht mit der Oxygruppe fest- 
gelegt ist. Die Méglichkeit, da8 bei der Kinwirkung des 
Millonschen Reagenses eine Aufspaltung der Atherbindung 
unter Bildung der Oxygruppe auftritt, ist wenig wahrscheinlich. 
Seidenfibroin laBt sich mit Millons Reagens besonders schén 
rot firben, ohne daB es méglich wire, die entstandene Farb- 
verbindung von den iibrigen Anteilen des Proteins zu trennen. 
Das gleiche gilt auch fiir andere Kiweifstoffe. Da es gegliickt 
ist, aus Seide durch Reduktion 3-Methyl-6-oxy-methyl-piperazin« 
mu gewinnen, so diirfte auch das Serin nicht mit seiner Oxy- 
sruppe in Anhydridkomplexe eingefiigt sein. Immerhin bleibt 
die Méglichkeit offen, daB im EiweiB Pyrazinderivate im Sinne 
des Karrerschen Modells vorhanden sind, doch diirften sie 
kaum iiberwiegen. 

Wegleitend mu fiir die Auffassung der Anhydridstruktur 


des EiweiBes der Befund von Farbreaktionen sein, die 
' auf Ketogruppen hinweisen. Weder die ither- noch die 
 esterartige Verkniipfung von Dipeptidanhydriden mit ihrer 
_ C(OH)-Gruppe vermag das Auftreten dieser Reaktionen zu 


erkliren. Sie stehen dagegen in Kinklang mit der Annahme 


| vorgebildeter 2,5-Diketopiperazine. 


Nun wiirden Kombinationen von Diketopiperazinen mit 


| Aminosiiuren bzw. Polypeptiden an und fir sich wohl kaum 


zu Verbindungen fiihren, die eine Erklirung fiir die groBe 


| Labilitit der meisten Proteine und ihre Reaktionsfahigkeit 
| abgeben. Auch die in mehreren Mitteilungen aus dem hiesigen 
_ Institut beschriebenen Anhydride, die aus mehr als 2 Bav- 
| steinen bestehen, lassen nicht erkennen, weshalb den eigentlichen 
 Proteinen die ihnen eigenen besonderen Reaktionen zukommen. 


Es besteht nun kein Anhaltspunkt fiir die Annahme, dab 


| das KiweiB ein Molekiil im Sinne einer Zusammenfassung zahl- 
' reicher Bausteine unter chemischer Verankerung aller einzelnen 
_ Anteile darstellt. Man wird vielmehr daran denken miissen, daB 
| ganz ibnlich, wie es fiir die Polysaccharide und insbesondere fiir 
| die Cellulose angenommen wird (Irvine, Karrer, H. Prings- 
| heim, Hess u.A.), zahlreiche Anhydridkomplexe untereinander 


13* 
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mittels Nebenvalenzen verkniipft sind. Von diesem Gesichtspunkte 
aus wire das Kiweif nicht als eigentliches Molekiil aufzufassen, 
vielmehr wire es als eine Aggregation bzw. Assoziation von ele- 
mentaren Komplexen zu betrachten. Ihre Zahl kann sehr grof sein, 
d. h. die Elementarbestandteile des KiweiBes kénnen klein sein, 
Derselbe Komplex kann sich wiederholen. Unser Bestreben mut 
es sein, aus Proteinen Komplexe gleicher oder ihnlicher Natur 
nur in verschiedener Zusammensetzung herauszuholen und aut- 
zukliren, welches die einfachsten, mit anderen Komplexen 
assoziierten Gruppen sind. Stellen wir uns das Kiweif als 
eine Zusammensetzung assozilerter, durch Nebenvalenzen 
vereinigter Anhydridkomplexe vor, dann liBt sich verstehen, 
weshalb die eigentlichen Proteine so labil und reaktionsfihig 
sind. Mit der Annahme von assoziierten Anhydridkomplexen 
lassen sich die Beobachtungen von F. Wessely?), wonach beim 
fermentativen Abbau von Seidenfibroin zwar einfachere Pro. 
dukte, jedoch unter nur geringer Zunahme des NH,—N ent: 
stehen, gut in Einklang bringen. Es erinnern diese Fest- 
stellungen Wesselys an Beobachtungen von Emil Abder- 
halden und A. Fodor?) titber den Abbau von Proteinen mittels 
Pepsinsalzsaure. Lange Zeit lit sich trotz eintretender Hydro- 
lyse keine Anderung der optischen Eigenschaften des Ver- 
dauungsgemisches und auch keine dem Grade des Abbaus 
entsprechende Zunahme der NH,—N-Menge feststellen. 

Wir sind uns vollstiindig dariiber klar, daB die von uns 
angewandten Farbreaktionen sehr empfindlich sind, und dat 
wir daher iiber die Menge der durch sie nachgewiesenen 
Gruppen noch nichts aussagen kénnen. Immerhin ist ihre 
Feststellung an und fiir sich wertvoll. Wir beabsichtigen, 
den betretenen Weg der Erforschung der Struktur der Proteine 
weiter zu verfolgen. Vor allem wird es notwendig sein, au 
noch mehr Modellen die Farbreaktionen zu priifen und ferner 
noch andere, fiir bestimmte Gruppen charakteristische Re- 
aktionen ausfindig zu machen. 


1) F. Wessely, Diese Zs. Bd. 135, S. 117 (1924). 
*) Emil Abderhalden und A. Fodor, Fermentforsechung Bd. 6, 
S. 248 (1922). 
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Experimenteller Teil. 


Bekanntlich geben verschiedene organische Stoffe — meist 
in alkalischer Lésung — mit Carbonylgruppen enthaltenden 
Substanzen Farbreaktionen. Zu diesen Agenzien gehéren unter 
anderen Pikrinsiure, m-Dinitroverbindungen, m-Diamine und 
Nitroprussidnatrium. Da nun die Eiweifkérper und ihre zu- 
sammengesetzten Abbauprodukte nach allen bisherigen Er- 
fahrungen infolge der si&iureamidartig verketteten Bausteine 
Carbonylgruppen enthalten, so war es von Interesse, ihr Ver- 
halten gegen die oben bezeichneten Agenzien zu priifen. Das 
Ergebnis dieser Untersuchungen — das bereits im theoretischen 
Teil dargelegt und gewiirdigt ist — ist, daB nur die Carbonyl- 
sruppen der Diketopiperazine positive Reaktionen 
geben, wihrend die entsprechenden Gruppen in Polypeptiden 
anscheinend durch die sie umgebenden andersurtigen Gruppen 
so blockiert sind, daB Ketonreaktionen der genannten Art nicht 
mehr eintreten. Die Reaktionen wurden im einzelnen, wie 
folgt, angestellt und ergaben dabei die beschriebenen Resultate: 


1. Pikrinsiurereaktion. 


Zur Ausfiihrung dieser Reaktion lést bzw. schwemmt man 
am vorteilhaftesten die zu untersuchende Substanz in geringer 


| Menge (etwa 10—20 mg in 4 ccm) Wasser auf, setzt etwa 
| 0,25 com einer gesittigten, wiBrigen Pikrinsdiurelésung und 
_ etwa 2 com gesiittigter Sodalésung hinzu und kocht dann 1, 
_ bis 1 Minute. 


Die Reaktion l4Bt sich bei in Wasser schwer léslichen 


_ Substanzen auch in alkoholischer Liésung durchfiihren. Jedoch 
_ mu8 man dann entweder absolut reinen, ketonfreien Alkohol 
_ verwenden, oder man stellt neben dem Hauptversuch noch eine 
_ blinde Kontrollprobe an. Auch verwendet man bei alkoholischen 
Lésungen zur Erzielung der alkalischen Reaktion mit Vorteil 
| eine stark verdiinnte Natriumalkoholatlésung. Zu starke Al- 
_ kalitiit ist zu vermeiden, da sich Pikrinsiure dann rotbraun farbt 
und diese Farbung leicht zu Tauschungen AnlaB bieten kénnte. 


Die mit der Reaktion erhaltenen Ergebnisse sind die 


| folgenden: 
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positiv. 

Glycinanhydrid 
Glycyl-alaninanhydrid 
d,1-Glyeyl-leucinanhydrid 
d,l-Glycyl-phenylalaninanhydrid 
d-Alaninanhydrid 
d,1-Alaninanhydrid 
d,1-Serinanhydrid 
d,1-Phenylalaninanhy drid (schwach) 
d,1-Tyrosinanhydrid 
d,l-Leucinimid 
d,l-Glycyl-dioxyprolinanhydrid 
Seidenpepton 
Seidenpepton, hochmolekulares 
Gliadinpepton 
Plazentapepton 
Eiereiwei8pepton 
Caseinpepton 
Keratinpepton aus Federn 
Keratinpepton aus Haaren 
Keratinpepton aus Geweih 
Gelatinepepton 
Antipepton (Kiihne) 
Gelatine 
Casein 
Casein aus Pflanzen 
Seide 
Seide, Chinesische, Tailung (Can- 

ton)*) 
Seidenleim 
Seidenfibroin 
Elastin 
Keratin 
Avenin 
Antiarin 
Vitellin aus Eigelb 
Ricin 
Blutglobulin 
Kiereiwei8 
Sturin 
Clupein 
Mucin 
Glucosamin 
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negativ. 
Glykokoll 
Alanin 
Leucin 
T'yrosin 
Tryptophan 
Histidin 
Cystin 
Prolin 
Pyrrolidoncarbonsiure 
Glyeylglycin 
d,1-Glyeyl-leucin 
d,l-Leucylglycin 
d,1-Glyeylaminocaprylsaure 
d,l-Glyeyltyrosin 
]-Leucyl-d-leucinanhydrid 
Triglycin 
Leucyldiglyeylglycin 
Pentaglycin 
Palmitylalanin 
Formylleucin 
Glucosaminsiure 
Asparagin 
Glutamin 
Harnstoff 
Chitin 
Edestin 
Legumin 
KiweiB aus Kiirbissamen 
Hippurséure 


’) Eine in ihrer Zusammensetzung von den iibrigen Seidenarten 


wesentlich 


abweichende Seidenart. 


Vgl. Emil Abderhalden u 


R. Inouye, Diese Zs. Bd. 80, S. 198 (1912). 
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Die vorliegenden Feststellungen fiihren zu folgendem Er- 
gebnis: Alle untersuchten Diketopiperazine — bis auf 
die untersuchte Form von Leucinimid — geben einen 
positiven Ausfall der Reaktion. Ebenfalls positiv ist 
die Reaktion mit Peptonen und dem weitaus gréBten 
Teil der untersuchten EKiweiBkoérper. Ferner gibt das 
Glucosamin eine stark positive Reaktion. Negativ fallt die 
Reaktion bei allen untersuchten Aminosiuren, Poly- 
peptiden und biogenen Aminen aus. Kigentiimlicherweise 
fillt die Reaktion bei 1-Leucyl-d-leucinanhydrid negativ aus, 
auch wenn es vollkommen gelést in Alkohol zur Untersuchung 
gebracht wird, d,l-Leucinimid gab eine positive Reaktion. Es 
bleibt zu priifen, worauf der Unterschied beruht. Der negative 
Ausfall bei den drei pflanzlichen Eiwei8kérpern beruht sicherlich 
auf ihrer absoluten Unléslichkeit. Auch war, wie das sonst bei 
den anderen nicht oder schwer léslichen EKiwei8kérpern der Fall 
war, der ungelést zuriickgebliebene Teil bzw. das nachtriiglich 
gefillte Koagulum nicht gefirbt, obwohl sich — wie spiter 
durch den positiven Ausfall der m-Dinitrobenzolreaktion ge- 
zeigt wird — reaktionsfahige Carbonylgruppen in den ge- 
nannten KiweiSkérpern vorfinden. 

Auch in der Kalte — also ohne jedes Erwirmen — 
konnten mit der Pikrinsiurereaktion positive Ergebnisse er- 
halten werden, allerdings erst bei langerem Stehen. Wir haben 
z. B. in dieser Weise Glycinanhydrid und Gelatine untersucht. 
Beide Produkte wurden hei® in Wasser gelést, die Lésung 
wurde dann abgekihlt und die Reaktion angesetzt. Beim 
Glycinanhydrid trat ein deutlich positiver Ausfall bereits nach 
2—3 Stunden auf. Bei der Gelatine dauerte es etwas linger, 
bis Rotfarbung auftrat. 


2. Reaktion mit Nitroprussidnatrium. 


Mit dieser Reaktion waren mit Proteinen und ihren Abbau- 
stufen keine positiven Resultate zu erzielen. Auch wiire sie 
bei positivem Ausfall nur in beschrinktem Mafe anwendbar, 
da das Reagenz bekanntlich mit Cystein — das in vielen Kiweib- 
kérpern enthalten ist — eine ‘ihnliche Farbreaktion gibt. Nur mit 
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einem Kérper konnten wir einen positiven Ausfall verzeichnen, 
Ks war dies N,N’-Diacetylglycinanhydrid. Die Reaktion wurde 
in diesem Falle so angestellt, daB eine geringe Menge der 
Substanz in Wasser gelést, mit etwas Sodalésung versetzt und 
gekocht wurde. Noch heiB wurden in die Fliissigkeit ein paar 
Tropfen einer wiSrigen Nitroprussidnatriumlésung eingetragen, 
Es entstand sofort eine intensiv rotbraune Fiarbung, die jedoch 
beim Stehen bald verblaBte. 


' 3. Reaktionen nach vy. Bitté mit m-Dinitroverbindungen 
und m-Diaminen. 

Als m-Dinitroverbindung wihlten wir zunichst m-Dinitro- 
benzol. Zur Ausfiithrung der Reaktion mit dieser Verbindung 
verfahrt man am besten, wie folgt: Man lést eine geringe Menge 
der zu untersuchenden Substanz in wenig Wasser (bzw. schwemmt 
sie nur auf), setzt etwa die doppelte Menge gesiittigter Soda- 
lésung hinzu und erhitzt bis zum Sieden. Dann setzt man 
ein paar Tropfen einer gesittigten, waBrigen Lésung von Dinitro- 
benzol hinzu. Vielfach tritt — bei positivem Ausfall der Re- 
aktion — sofort eine rétliche Farbung auf. Ist dies nicht der 
Fall, so empfiehlt sich ein nochmaliges kurzes Aufkochen. 
Auch kann man die Reaktion in alkoholischer Lésung anstellen. 
Jedoch hat man dabei die gleichen VorsichtsmaBregeln ein- 
zuhalten, wie bei der Pikrinsiurereaktion: man muB entweder 
absolut reinen — carbonylfreien — Alkohol benutzen oder 
neben dem Hauptversuch eine Kontrollprobe anstellen. Wir 
geben dem letzteren Verfahren den Vorzug, weil manche 
Dinitroverbindungen — zu denen nach unseren Erfahrungen 
auch das Dinitrobenzol gehért -—— bereits fir sich positive 
Reaktionen geben, wenn man sie in Alkohol lést und Alkali 
hinzufiigt.1) Die dabei auftretenden Fiirbungen sind jedoch 
sehr schwach, und man kann sehr leicht zwischen positiver 
und negativer Reaktion mit Hilfe einer blinden Kontrollprobe 
unterscheiden. Als Alkali verwendet man zweckmiibig beim 


1) v. Bitto erkliirt dies durch die Anwesenheit von Dinitrothiophen 
in Spuren. 
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Ausfiihren der Reaktion in alkoholischer Lisung stark ver- 
diinntes Natriumalkoholat. 


Die mit der m-Dinitrobenzolreaktion erhaltenen Ergebnisse 
sind die folgenden: 


positiv. negativ. 

Glycinanhydrid d-Alanin 
d,l-Glyeylleucinanhydrid Histidin 
d,l-Glyryl-phenylalaninanhy drid Tyrosin 
d-Alaninanhydrid Tryptophan 
d,]-Alaninanhydrid Pyrrolidoncarbonsiure 
d,!-Phenylalaninanhydrid(schwach) Glyeyl-glycin 
d,l-Tyrosinanhydrid Glycyl-d, 1l-phenylalanin 
d,l-Glyeyldioxyprolinanhydrid Leucylglycin 
Seidenpepton Diglycylglycin 
Casein (Koagulum schwach ange- Glycyl-leucyl-glycin 

fiirbt) 1-Leucyl-d-leucinanhydrid 
Casein aus Pflanzen 
Gelatine 
Keratin 
Avenin 
Blutglobulin 
Ricin 
Vitellin aus Eigelb 
EiereiweiB 
Edestin 
Legumin 
Kirbissameneiweib 
Sturin 
Clupein 
Glucosamin 


Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich, ist das Re- 
sultat im wesentlichen das gleiche, wie bei der Pikrinsiure- 
reaktion. Bis auf das 1-Leucyl-d-leucinanhydrid geben alle 
untersuchten Anhydride eine positive Reaktion, eben- 
falls Peptone und KiweiBkiérper. Bei den letzteren tritt 
die Farbe vielfach erst nach kurzem Stehen auf. Das Glucos- 
amin zeigt ebenfalls, wie zu erwarten, eine starke Reaktion. 
Negativen Ausfall zeigten alle untersuchten Amino- 
sduren und Polypeptide. In der Kilte, d.h. ohne jedes 
Krwirmen, konnte keine positive Reaktion trotz langeren 
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Stehens erhalten werden. Im allgemeinen méchten wir diese 
Reaktion der Pikrinsiurereaktion vorziehen, weil der Farben- 
unterschied zwischen negativ und positiv viel deutlicher be- 
merkbar ist. Von farblos schligt die Farbe der Lésung bei 
dieser Reaktion in rot um, wihrend bei der Pikrinsiurereaktion 
nur ein Umschlag von gelb in rotbraun mit allen Ubergiingen 
stattfindet. 

Als einen Stoff der zweiten Klasse von Verbindungen, die 
nach v. Bitt6 mit Carbonylverbindungen Farbreaktionen geben, 
' withlten wir zuniichst m-Phenylendiamin. Wir wandten 
diese Substanz als Chlorhydrat in 1°/,iger wiBriger Liésung 
an, erhielten jedoch bei allen untersuchten EKiwei8produkten 
nur einen negativen Ausfall der Reaktion. 


Darstellung von an verschiedenen Stellen gekuppelten Diketo- 
piperazinen und Prifung ihres Verhaltens gegentber den 
beschriebenen Reagenzien. 


Zur Priifung der Frage, wie sich Diketopiperazine gegen 
die Carbonylfarbreaktionen verhalten, je nachdem sie am Stick- 
stoff gekuppelt sind — also nur die Ketoform besitzen kénnen —, 
oder unter Zugrundelegung der Enolstruktur mit der dann in 
ihnen vorhandenen C-(OH)-Gruppe eine weitere Verbindung 
eingehen, haben wir verschiedene Verbindungen dieser Art 
hergestellt. 


1. N, N’-Diacetylglycinanhydrid. 


3 g Glycinanhydrid wurden mit der 10fachen Menge 
Essigsiureanhydrid am RiickfluBkiihler etwa 1—2 Stunden er- 
hitzt. Nach Beendigung der Reaktion wurde die Hauptmenge des 
Kssigsiureanhydrids durch Destillation im Vakuum entfernt. 
Der verbleibende Riickstand erstarrte krystallin. Die Krystall- 
masse wurde aus Wasser umkrystallisiert. Das reine Produkt 
erwies sich als die gewiinschte Diacetylverbindung. Ausbeute 
etwa 4,5 g. Der Schmelzpunkt lag bei F = 100°. 


e = 0,0531 g Substanz verbrauchten 11,40 cem n/10-S. 
Das entspricht: 14,29°/, N (ber. 14,14°/, N). 
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Die Pikrinsiurereaktion erwies sich als stark positiv. Ks 
trat bereits in der Kialte Verfiirbung ein. Die Reaktion mit 
m-Dinitrobenzol war in alkoholischer Lésung ebenfalls deutlich 
positiv. Auch die Reaktion mit Nitroprussidnatrium verlief 
positiv. 

2. N,N’-Dibenzoyl-glycinanhydrid. 

2 g Glycinanhydridsilber, das nach Curtius und Goebel?) 
gewonnen worden war, kochten wir mit etwa 2,5 Mol Benzoyl- 
chlorid 5 Stunden am Riickflubkiihler auf dem Wasserbad. 
Vom gebildeten Silberchlorid wurde noch heif abfiltriert. Beim 
Erkalten schied sich aus dem Filtrat in geringer Menge das 
Dibenzoylprodukt aus. Der Schmelzpunkt lag bei F = 238° 
und stimmt somit mit demjenigen des von Sasaki hergestellten 
gleichen Produkts iiberein. 

e = 0,0255 g Substanz verbrauchten 1,55 eem n/10-S. 

Das entspricht: 8,54°/, N (ber. 8,69°/, N). 

Die Farbreaktionen fielen alle negativ aus. Es kénnte 
dieses an der relativ schweren Loslichkeit des Produkts liegen, 
aber auch daran, daB die vorliegende Verbindung keine N, N’- 
gekuppelte ist, sondern eine esterartige (O, O’-Bindung) von der 


Formel 
O—O0=C- C,H; 


| 
CCH, 


ne NN 


\ 
CH, CH, 


0-0=C-0,H, 

Ks kénnte schlieBlich auch der positive Ausfall der Re- 
aktion sterisch behindert sein. Die Versuche zur Aufklirung 
der Struktur der vorliegenden Substanz sind im Gange. 


3. N,N’-Dibenzyl-glycinanhydrid. 
Diese Verbindung wurde nach Sasaki?) gewonnen aus 
N, N’-Diacetylglycinanhydrid durch Ersatz der Acetylreste durch 


1) Curtius u. Goebel, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 37, S. 150 (1888). 
®) T. Sasaki u. T. Hashimoto, Chem. Ber, Bd. 54, S. 2688 (1921). 
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Benzylgruppen. Kine kleine Anderung bei der Darstellung trat 
insofern ein, als die gewonnene Substanz bereits bei der Wasser- 
dampfdestillation auskrystallisierte und somit eine Ausfillung 
mit Ather sich eriibrigte. Das Rohprodukt wurde aus Alkohol 
umkrystallisiert. Es wurde in weifen Nidelchen vom Schmelz- 
punkt F = 173° (Sasaki: 173—174°) rein erhalten. 

0,0301 g Substanz verbrauchten 2,22 ecm n/10-S. 

Das entspricht: 10,30°/, N (ber. 10,52°/, N). 

Die Pikrinsiiurereaktion und die Reaktion mit m-Dinitro- 
‘benzol fielen beide, in alkoholischer Lisung angestellt, deutlich 
positiv aus. Die Annahme Sasakis!), nach der der positive 
Ausfall der Pikrinsiiurereaktion an die Enolstruktur gebunden 
ist, besteht somit nicht zu recht. Sowohl beim N, N’-Diacetyl- 
glycinanhydrid wie auch bei dem vorliegenden Kérper kommt 
nur die Ketoform in Frage und die Reaktionen fielen trotzdem 
positiv aus. Die in Frage kommenden Griinde der negativen 
Reaktion des Dibenzoylprodukts sind bereits erértert worden. 


4, O,0’-Dibenzylither des 2,5-Dioxy-dihydro-pyrazin. 

4 ¢ Glycinanhydridsilber wurden nach der Vorschrift von 
Karrer und Mitarbeitern?) 6 Stunden mit Benzylchlorid am 
RiickfluBkiihler gekocht. Nach Abfiltrieren des Chlorsilbers und 
nach dem Erkalten fiel das gewiinschte Reaktionsprodukt aus. Ks 
wurde aus Alkohol umkrystallisiert und in gliinzenden Blatt- 
chen vom Schmelzpunkt F = 163° rein erhalten. Die Aus- 
beute betrug etwa 0,8 g. Die Pikrinsiurereaktion und die 
Reaktion mit Dinitrobenzol fielen, wie zu erwarten, vollkommen 
negativ aus. Kin Beweis dafiir, daB der Kérper keine Keton- 
gruppe enthilt und die angenommene Struktur besitzt. Der 
Mischschmelzpunkt der vorliegenden Substanz mit N, N’-Di- 
benzylglycinanhydrid lag bei etwa 153°. 


1) T. Sasaki, Biochem. Zs. Bd. 114, S. 63 (1921). 
*) Karrer, Grinacher u. Schlosser, Helv. chim. Acta Bad. 6, 
S. 1108 (1923). 








Uber die Kohlenhydratgruppe der Thymonucleinsaure II. 
} Von 


H. Steudel und E. Peiser. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Juli 1924.) 


Vor einiger Zeit haben wir Beobachtungen mitgeteilt’), 
die uns geeignet erschienen, die Natur der Farbenreaktionen 
aufzukliren, die von Feulgen seinerzeit als ,,Glukalreaktionen“ 
der Thymonucleinsiure beschrieben sind. Wir hatten ge- 
funden, daB bei der Vorbehandlung der Thymonucleinsiure 
mit Schwefelsiure, die nach Feulgen fiir die Anstellung der 
Farbenreaktionen notwendig ist, sich ein Koérper bildet, der 
in Ather léslich und mit Wasserdimpfen fliichtig ist. Diese 
Substanz gab, sowohl auf die eine wie auf die andere Weise 
von der Reaktionsfliissigkeit getrennt, die beiden fraglichen 
Reaktionen, die griine Fichtenspanreaktion und die Rot- 
firbung mit fuchsinschwefliger Siiure in vollkommen eindeutiger 
und iiberzeugender Weise. AuBerdem gab sowohl die urspriing- 
liche Reaktionsfliissigkeit wie auch das aus ihr mit Wasser- 
dampf erhaltene Destillat eine schéne Rotfiirbung mit Anilin- 
acetat und eine Rotviolettfirbung mit Orcin-salzsiure. Wir 
haben diese vier Reaktionen als bedingt angesehen durch ein 
Furfurol, das bei der Kinwirkung von Schwefelsiure aus dem 
Kohlenhydrat der Nucleinsiure gebildet worden war. DaB in 
der Tat schon iuBerst geringe Siiuremengen geniigen, um 
Furfurole aus Kohlenhydraten abzuspalten, ist lange bekannt: 
die Molischsche Probe, die sogenannten Pentosenproben mit 
Orcin, Resorcin, Phloroglucin und Naphthoresorcin sind ganz 
geliutige Beispiele dafiir, wie schon eine kurze Beriihrung mit 
der Siure geniigt, um soviel eines Furfurols abzuspalten, daB 
eine intensive Farbenreaktion eintritt. Die Reaktion ist zuletzt 


') Diese Zs. Bd. 1382, S. 297 (1924). 
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von A. van Ekenstein und J. Blanksma!) eingehend unter- 
sucht worden; sie haben nachgewiesen, da8 das Zustande- 
kommen der Reaktion bei den Hexosen auf der Bildung von 
c-Oxymethylfurfurol beruht. Dieser Koérper ist aber sehr 
unbestandig und wird durch Siuren leicht in Ameisensiiure 
und Livulinsiure aufgespalten: 


HC=C-COH 
| Pg + 2H,O = H-COOH 4+ C,H,0, . 
HC= -CH,OH 
«-Oxymethylfurfurol Livulinsiure 


Diese beiden letzteren Situren kennen wir nun aber schon 
lange durch Kossels Untersuchungen als Spaltungsprodukte 
bei der Siurehydrolyse der Thymonucleinsiure. Die Bildung 
dieser beiden Siéiuren bei der Hydrolyse der Thymonuclein- 
siure geht also tiber das w-Oxymethylfurfurol und die Quelle 
des letzteren Kérpers ist in dem Kohlenhydrat der Thymo- 
nucleinsiiure zu suchen. Nun ist friiher auf Grund der beiden 
fraglichen Farbenreaktionen von Feulgen die Vermutung aus: 
gesprochen worden, daf das der Thymonucleinsiure zugrunde 
liegende Kohlenhydrat Glucal oder ein glucalihnliches Kohlen- 
hydrat wire. Seitdem wir aber wissen, daB das Glucal 
fuchsinschweflige Siure gar nicht roétet, ist diese Hypothese 
wieder hinfallig geworden. Das w-Oxymethylfurfurol bildet 
sich sowohl aus Ketosen wie aus Aldosen, und wir sind gewib 
berechtigt, auch seine Bildung bei der Hydrolyse der Thymo- 
nucleinsiiure vorauszusetzen und die in Frage stehenden Re- 
aktionen darauf zu beziehen. Denn als Furanderivat mub 
das w-Oxymethylfurfurol natiirlich die griine Fichtenspan- 
reaktion geben und als Aldehyd- wird es gleichfalls fuchsin- 
schweflige Siure réten. Wir haben uns aber an frisch her- 
gestelltem w-Oxymethylfurfurol noch einmal davon iberzeugt, 
daB der Kérper in der Tat beide Reaktionen gibt; speziell 
die Farbekraft mit der fuchsinschwefligen Siure ist ganz 
auBerordentlich stark. Es geniigen Spuren, um sofort eine 
intensive Rétung zu erzeugen. Das eigentliche Furfurol, be- 
sonders iiltere Handelspraparate, reagiert sehr viel triger. 


1) Chem, Ber. Bd. 43, S. 2355 (1910). 
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Nachdem die Gegenwart eines Furfurols in der Hydro- 
lysenfliissigkeit der Thymonucleinsiiure festgestellt ist, ist es 
nunmehr auch erklirlich, warum gewisse Fraktionen der Hydro- 
lysenfliissigkeit immer einen so ausgesprochen markanten 
' Geruch nach frischem Brot haben, der noch allen aufgefallen 
ist, die im hiesigen Laboratorium Spaltungsversuche mit 
| Thymonucleinsiure angestellt haben. 
| Ferner kommt jetzt Licht in die sogenannten Pentosen- 

reaktionen der Thymonucleinsiiure: auch diese beruhen hier 
auf der Bildung des -Oxymethylfurfurols. Schon A. Neu- 
mann?) hatte angegeben, daB die Thymonucleinsiure eine 
positive Phloroglucinsalzsiurereaktion gab. DaB die Thymo- 
nucleinsiure eine positive Molischsche Probe gibt, ist gleich- 
falls bekannt. Wir kénnen hinzufiigen, da8 die Nucleinsiure 
auch mit Orcin und Resorcin sehr schéne rote Fiarbungen 
liefert. Man stellt die Reaktion am besten so an, da’ man 
zu den Liésungen des thymonucleinsauren Natriums zuerst 
: einige Kérnchen der entsprechenden Phenole fiigt und dann 
vorsichtig mit konz. Schwefelsiiure unterschichtet. Nachdem 
| ein weiBer Schleier von Nucleinsiure in der wiBrigen Lésung 
| ausgefallen ist, entwickelt sich sehr bald in der darunter- 
| stehenden konz. Siure eine prachtvolle Farbung, die zunimmt, 
wenn man das Reagensglas vorsichtig bewegt, so daB sich 
_ geringe Teile der Siure und der Lisung mischen und in 
Reaktion treten. Auch die Reaktion von [hl-Pechmann mit 
 Diphenylamin und konz.Schwefelsiure fallt positiv aus; man erhilt 
_ einen tiefblauen Niederschlag und nach der Filtration ein rotes 
| Filtrat, dessen Farbstoff leicht in Amylalkohol -hineingeht. 
Ks kann also gar kein Zweifel bestehen, daB selbst bei 
 geringer Siureeinwirkung aus der Thymonucleinsiure Furfurol 
_ abgespalten wird. Es ist z. B. fiir die Anstellung der griinen 
| Fichtenspanreaktion gar nicht nétig, zuerst eine Liésung der 


—_— 





1) Arch, (Anat. u.) Physiol. 1898, 8.377. Der eine von uns _ hat 
F friiher (Diese Zs. Bd. 56, S. 214 (1908) beobachtet, da8B die Phloroglucin- 
siurereaktion bei der Nucleinsiiure gewisse Unterschiede gegeniiber dem 
| gewohnlichen Ausfall zeigt. Hierauf ist natiirlich im vorliegenden Falle 
| kein besonderer Wert zu legen. 
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Thymosinsiure herzustellen; es geniigt voéllig, wie Herr Taka- 
hata gefunden hat, einen Fichtenspan mit einer Lisung yoy 
thymonucleinsaurem Natrium zu tranken und ihn Salzsiure. 
daimpfen auszusetzen: man erhilt dann eine schone griine Fiirbung. 

DaB sich aus Kohlenhydraten nun mit Leichtigkeit ein 
Furfurol bilden kann, ist nicht weiter auffallend, nimmt man 
doch seit Tollens in einer groBen Anzahl von Hexosen eine 
furanartige Struktur an. 

Der eine von uns hat schon friiher versucht!) nach der 
Methode von Tollens das bei der Siureeinwirkung auf Thymo. 
nucleinsiure entstehende Furfurol quantitativ zu bestimmen: 
dabei wurden nur sehr niedrige Werte von Furfurol gefunden, 
Nachdem wir jetzt einen besseren Einblick in die Verhiltnisse 
bekommen haben, kénnen wir die geringen Mengen von Aus. 
beute bei Anwendung dieser ja ganz konventionellen Methode 
erkliren, die in einem gewissen Widerspruch zu der leichten 
Bildung des Furfurols stehen: es hat sich damals nicht um 
Furfurol im engeren Sinne gehandelt, sondern um q-Oxy- 
methylfurfurol. Dieses ist gegen Salzsiure sehr empfindlich; 
die bei der Bestimmung nach Tollens benutzte Salzsiure 
vom spez. Gew. 1,06 hat den gréBten Teil des Ké6rpers in 
Ameisensiiure und Liivulinsiure weiter veraindert. 

Wir haben uns aber nicht mit diesen Feststellungen be- 
gniigt, sondern haben weiter untersucht, wie sich bekannte 
Kohlenhydrate und ihre Derivate unter den von Feulgen 
angegebenen Bedingungen (Erwiirmen mit schwacher Schweiel- 
siure im Wasserbade und darauffolgende Neutralisation mit 
Natronlauge) in bezug auf die Fichtenspanreaktion und die 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure verhalten. DaB der 
‘Traubenzucker, wenigstens in seiner stabilen Form, eine Aus- 
nahmestellung einnimmt, ist geniigend bekannt; er gibt keine 
der beiden Reaktionen, auch nicht unter den hier interes- 
sierenden Bedingungen. Dagegen blieb zu untersuchen, wie 
sich dieser Zucker verhiilt, wenn er gewissermaBen in statu 
nascendi zur Reaktion kommt. Wir haben also einige Kérper. 





') Diese Zs. Bd. 56, S. 214 (1908). 
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die eine Hexose oder Pentose in ihrem Molekil gebunden 
enthalten, nach der Feulgenschen Vorschrift gespalten; den 
Ausfall der Fichtenspanreaktion geben wir in folgender Zu- 
sammenstellung: 

Malzzucker: positiv. 

Rohrzucker: schwach positiv. 

Liivulose: schwach positiv. 

Inulin: sehr schwach positiv. 

a-Methylglucosid: negativ. 

Theophyllinglucosid nach K. Fischer?): stark 

positiv. 

Adeninhexosid aus Hefe nach Mandel und Dunham”: 

negativ. 

Inosin aus Fleischextrakt: positiv. 

Vernin (Guanosin): negativ. 

Vicin aus Wicken nach Ritthausen: negativ. 

Saccharosephosphorsaures Calcium nach Neuberg’): 

negativ. 

Glucosephosphorsaures Calcium nach Neuberg’): 

positiv. 

Ks ]iBt sich aus dieser Ubersicht entnehmen, daB der 
positive Ausfall der Fichtenspanreaktion von der mehr oder 
weniger leichten Abspaltbarkeit des mit dem Kohlenhydrat 
verbundenen Paarlings abhingig ist. Bei mehreren der unter- 
suchten Substanzen, bei denen ein negativer Ausfall der Probe 
verzeichnet ist, hat die kurze Kinwirkung der verdiinnten 
Siiure sichtlich nicht geniigt, das Molekiil aufzuspalten. So 
konnte z. B. unverindertes Vicin, Vernin und Adeninhexosid 
beim Neutralisieren der sauren Lésung zuriickgewonnen werden; 
das Theophyllinglucosid nach K. Fischer und das synthetische 
glucosephosphorsaure Calcium nach Neuberg geben aber als 


') E. Fischer und B. Helferich, Chem. Ber. Bd. 47, S. 211 (1914). 

*) Biochem. Jl. Bd. 11, S. 85 (1912). Fiir die Uberlassung des 
Priiparates méechten wir auch an dieser Stelle Herrn Prof. Mandel 
unseren besten Dank sagen. 

*) Biochem. Zs. Bd. 28, S. 515 (1910). 

*) Biochem. Zs. Bd. 26, S. 529 (1910). 
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leicht spaltbare Verbindungen eine sehr schéne griine Fichtep. 
spanreaktion unter den von Feulgen angegebenen Be. 
dingungen. 

Ganz zu trennen von der Fichtenspanreaktion ist di 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure, die ja eine allgemeine 
Aldehydreaktion ist. Es ist deshalb auch nicht zu erwarten, 
da8 sie bei allen von uns untersuchten Substanzen mit dey 
Fichtenspanreaktion parallel geht. Wir haben Rotfirbung 
erzielt bei Malzzucker, Rohrzucker (sehr schwach) und _ bei 
Theophyllinglucosid (sehr stark). Bei den anderen Substanzen 
konnten wir keine Aldehydreaktion mit fuchsinschweflige 
Saiure erhalten. 

Ohne allen Zweifel gibt es also auBer der Thymonuclein- — 
siure im Bereich der physiologischen Chemie Substanzen, die 
sowohl die griine Fichtenspanreaktion wie auch die Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Siure geben, und zwar Substanzen, die 
Traubenzucker in ihrem Molekiil enthalten. Damit soll nun 
natiirlich nicht gesagt sein, daB auch in der Thymonuclein. 
siure das Kohlenhydrat Traubenzucker unter allen Umstinden 
sein muB; es liegt aber andererseits auch kein Grund vor, 
diese Reaktionen als Beweis dafiir anzusehen, da der Zucker 
der Thymonucleinsiure nun eine ganz besondere Struktur 
haben miiBte. Der Ausfall der Reaktionen, die auf der 
Bildung von w-Oxymethylfurfurol beruhen, ist in hohem Mate 
von der Art der Bindung des Kohlenhydrates an seine Paar- 
linge abhingig. 

Wir haben eine Zeitlang wegen der reichlichen Bildung 
von Livulinsiure bei der Saiurehydrolyse der Thymonucleiu: 
siiure an Liivulose als Konstituens der Nucleinsiiure gedacht: 
aber Beweise dafiir haben wir nicht weiter auffinden kénneu. 
Wie wenig manchmal fuferliche Beobachtungen maBgebent 
sind, dafiir ist die reichliche Bildung von Huminstoffen bei 
der Siurespaltung der Thymonucleinsiure ein gutes Beispiel. 
Auch dieser Umstand hatte uns veranlaBt, an Livulose zu 
denken. Aber die Huminbildung ist bei der Hydrolyse der 
Hefenucleinsiure noch sehr viel gréBer — hier kann mat — 
groBe Mengen kohleartiger Riickstande erhalten —- und doch F 
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liefert die in der Hefenucleinsiure enthaltene Pentose — die 
Ribose —, fiir sich mit Siuren erhitzt, fast gar keine Huminstoffe. 


Nachdem wir unsere Mitteilung iiber die Natur der 
,Glucalreaktionen“ der Thymonucleinsiure verdéffentlicht hatten, 
hat sich Feulgen an zwei?) Stellen dazu geiuBert. Nach 
seinen Ausfiihrungen scheint er auch nicht mehr an die 
Gegenwart des Glucals in der Thymonucleinsiiure zu glauben. 
Kr hat wenigstens jetzt fiir die Kohlenhydratgruppe der Thymo- 
nucleinsiure den Namen ,,Nucleal“ gewihlt. Mit Hilfe der 
Reaktion auf fuchsinschweflige Siure hat er eine hiibsche 
histologische Reaktion der Thymonucleinsiure aufgefunden, die 
erfreulicherweise im Mikroskop alle die Anschauungen und 
Ergebnisse bestitigt, die im Laufe der Jahre auf dem Gebiete 
der Kernchemie mit physiologisch-chemischen Methoden ge- 
wonnen sind. DaB’ die Rotfirbung der fuchsinschwefligen 
Siure und die griine Fichtenspanreaktion aber nichts absolut 
Spezifisches fiir die Thymonucleinsiure sind, geht, wie wir 
elauben, aus unseren vorstehenden Angaben zur Geniige hervor. 
Nichtsdestoweniger glauben auch wir, da8 die im mikro- 
skopischen Schnitt mit fuchsinschwefliger Saure reagierende 
Substanz Thymonucleinsiure héchstwahrscheinlich ist. Die 
merkwiirdige Kigenschaft der Gewebe, das w-Oxymethylfurfurol 
am Orte seiner Kntstehung festzuhalten, scheint uns in den 
physikalisch-chemischen Verhialtnissen der Gewebe zu liegen. 
Heute wissen wir, daB es ein groBer Unterschied ist, ob man 
in reinen wiBrigen Lésungen arbeitet oder in Lésungen, die 
gute Absorbentien enthalten. Es muB also bei der histo- 
logischen Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure das w-Oxy- 
methylfurfurol yom Gewebe durch Adsorption festgehalten 
werden. Da die Fiarbekraft des m-Oxymethylfurfurols nun 
sehr groB ist, so kann man es mit Hilfe der Reaktion leicht 
lokalisieren. 


') Diese Zs. Bd. 135, S. 248 (1924); Bd. 137, S. 272 (1924). 
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Uber den Sattigungswert geristeten Brotes. 


Von 


Hans Sehestedt. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Hamburg. Allgemeines Krankenhays 
Eppendorf, Vorstand: Prof. Dr. 0. Kestner.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. August 1924.) 


Wahrend bis vor kurzem in der Physiologie die Nahrungs. 
mittel fast nur nach ihrem Nihrwert beurteilt wurden, 4d. b. 
nach ihrem Gehalt an Eiweib, Fett, Kohlehydraten und Kalorien, 
tritt heute neben anderen ein praktisch besonders wichtiger 
Faktor hinzu: der ,,Sattigungswert“. Man versteht darunter 
nach Kestner’) die Zeit, waihrend deren eine Nahrung den 
Magen in Anspruch nimmt und somit das Hungergefiihl unter- 
driickt. Das verschieden lange ,,Vorhalten“ verschiedener 
Nahrungsmittel ist ja jedem aus Erfahrung bekanzt; ich er- 
innere nur an den Unterschied zwischen Fisch und Fleisch. 

Besondere Beachtung verdienen diese Verhiltnisse beim 
Brot. Nachdem im hiesigen Physiologischen Institut?) fesi- 
gestellt worden war, da Brotrinde und geréstetes Brot nahezt 
doppelt so lange im Magen verweilen wie Brotkrume, fragte 
es sich, ob etwa durch das erste die Siiuresekretion des Magen: 
auf chemischem Wege angeregt werde. Diese ist neben andere 
Momenten wesentlich bestimmend fiir die Verweildauer. Di 
Vermutung bestitigte sich. 

Vergleichende Versuche stellte ich an mit wiBrigen Ex: 
trakten aus Brotkrume und aus geréstetem Brot. Je 300 ccm 


) O. Kestner, Der Sattigungswert der Nahrung, D. m. W. 191), 
Nr. 10. 

*) O. Kestner, Backart und Verdaulichkeit des Brotes, M. m. W. 
1922, Nr. 40. 
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yon diesen lieB ich Hunden in eine Magenfistel?) einlaufen (also 
unter AusschlieBung psychischer Reize), lieB sie nach 15 Min. 
wieder herauslaufen und bestimmte ihre Aciditét. Aus der 
jetzt offen gelassenen Fistel lief weiterhin Magensaft, dessen 
Aciditit ich von 10 zu 10 Minuten feststellte. Auf diese Weise 
sewann ich die Zahlen der folgenden Tabelle, welche die An- 
zahl Kubikzentimeter 1/,,-normaler Natronlauge angeben, die 
notwendig waren, um den in dem Versuch sezernierten Magen- 
saft gegen Phenolphthalein zu neutralisieren. 


— 





Hund Tatabanceis Hektor Ivan 
Waee. so «a su + = oe ee 16 6 23 | 61 a) 
Extrakt von Brotkrume . . 42 52 6 7 21 74 38 
Extrakt von geréstetem Brot | 138 106 | 384 45 . 46 | 161 81 
Extrakt von Fleisch . . .j 130 — — —_ — | — — 











Die Zahlen zeigen aufs deutlichste die starke siure- 
treibende Wirkung des Extraktes gerésteten Brotes, die die 
des Fleischextraktes erreicht. 

Ks wird behauptet, daB Hefe und Hitzeprodukte der Hefe 
eine magensafttreibende Wirkung haben. Infolgedessen muBte 
das Brot daraufhin gepriift werden. Unter gleichen Be- 
dingungen lieB ich zwei Brote backen, das eine mit Hefe, das 
andere mit Backpulver und stellte aus ihnen wiBrige Extrakte 
her, mit denen ich bei derselben Versuchsanordnung wie oben 
folgende Zahlen erhielt: 

















Hund Graubart | Dobermann 
WO sk Ke eR Ce ee ae 3 24 
Extrakt von Backpulverbrotkrume . . 8 12 
Extrakt von Hefebrotkrume 3 6 
Ok ce we em ee 55 26 
Kxtrakt von Backpulverbrot, geréstet . 37 10 
Kixtrakt von Hefebrot, geréstet . . . 2 3 


')O. Kestner, Zur Methodik der Dauerfisteln des Magendarm- 
kanals. In: E. Abderhalden, Handbuch fir biologische Arbeits- 
methoden. 
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Die Wasserversuche zeigen aus unbekanntem Grunde ver. 
haltnismaBig hohe Werte; jedoch zeigen die Versuche deut. 
lich, daB Hefebrot nicht mehr Siure flieBen laBt als Back. 
pulverbrot. 

Versuche mit frischer und gerésteter Hefe (je 30 ¢ in 
800 ccm Wasser) ergaben keine GesetzmiBigkeit, wie folgende 
Tabelle zeigt: 














Hund Graubart r. 
Waser... ... . 8 | 20 42 85 
Wasser + Hefe, frisch. . 13 | 1 48 8 
Wasser + Hefe, geréstet . 35 9 39 | C18 


Hefe scheint also keinen wesentlichen sekretorischen Reiz 
darzustellen. Dagegen ist der Wohlgeschmack der von den 
Autoren benutzten Hefeextrakte so betrichtlich, dai eine 
psychische Sekretion wahrscheinlich ist. 

Héchstwahrscheinlich handelt es sich um ein Hitzeprodukt 
eines im Mehl befindlichen Kérpers. Das zeigt der folgende 
Versuch besonders deutlichh Um die Verweildauer rohen und 
im Wasserbad erhitzten Hefeteiges zu vergleichen, bediente 
ich mich eines Hundes mit einer Duodenalfistel.!) Aus dieser 
fillt der Speisebrei nach Uberschreiten des Pylorus sofort 
heraus und kann untersucht werden. Durch eine besondere 
Vorrichtung kann er dann wieder in den Darm eingespritzt 
werden, so daB dessen Mechanismus ungestért bleibt und auch 
Saftverluste ausgeschlossen sind. Es ergab sich dabei, dai 
der rohe Teig 1 Stunde 42 Minuten verweilten und eine Sekret- 
menge von 115 ccm veranlabte. Der erhitzte Teig  blieb 
4 Stunden 13 Minuten im Magen und 382 ccm Sekrete flieBen. 
Das ist der 2'/, bzw. 3fache Wert. 

Da nun bekannt ist, daB durch den BackprozeB in der 
Rinde des Brotes Maltose und Dextrin entstehen, stellte ich 
auch mit diesen Stoffen Versuche an und erhielt nach der 
Magenfisteleinlaufmethode folgende Zahlen: 


1) QO. Kestner, a. a. O. 
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Hund I II iil 
Wasser 8300ccm ...... . 5 | 6 8 17 
20 g Maltose + Wasser ad 300 ccm ie ee 5 9 
20g Dextrin + Wasser ad 300 ccm 12 | 14 13 36 


Maltose liBt also keine, Dextrin nur wenig Siure flieBen, 
so daB damit die Sekretionswirkung des gerésteten Brotes 
noch nicht erklart ist. 

Zu dem starken, chemischen Reiz auf die Siuresekretion 
kommt noch der sehr bedeutende durch den Wohlgeschmack 
bedingte. Daher hat das geréstete Brot einen sehr hohen 
Sittigungswert, welcher es in der Praxis zu einem sehr ge- 
schiitzten Nahrungsmittel gemacht hat. 

Den naheliegenden Gedanken, daB fiir Bratkartoffeln das- 
selbe zutreffen kénnte, habe ich bestitigt gefunden durch 
folgende auf die itibliche Weise gewonnenen Werte. 


ee Feet re ee eee 
Extrakt aus gerésteten rohen Kartoffeln. . . 32 
Hund Lore: Wasser . pa ae ee 
Extrakt aus rohen Kartoffeln . Pao 
Extrakt aus gerésteten roben Kartoffelu. . . 19 
Extrakt ans gekochten Kartoffeln . . . . . 22 
Extrakt aus gerésteten gekochten Kartvtieln . 44 


Herrn Professor Dr. Kestner bin ich zu herzlichem Dank 
verptlichtet fiir die Anregung zu dieser Arbeit und seine liebens- 
wiirdige Unterstiitzung bei ihrer Ausfihrung. 
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Bemerkungen zu der Abhandlung von Bergmann, Jacob. 
sohn und Schotte: Uber Formaldehydverbindungen einfache: 
Aminosaurederivate. 

Von 


Hugo Krause (Dresden). 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1924.) 


Diese, in Dieser Zs. Bd. 131, S. 18—28 (1923) verdffentlichte Ab- 
handlung, die ich erst ganz neuerdings habe einsehen kénnen, nimnt 
mehrfach auf friihere Arbeiten von mir Bezug, so daB ich zu dem Gegen- 
stand Stellung nehmen mochte. 

Da der Leser aus der Abhandlung Bergmanns leicht den Eindrick 
gewinnen wird, daB die Verfasser als erste ein Einwirkungsprodukt von 
Formaldehyd auf Glykokollester erhalten haben, darf ich zunichst darau! 
hinweisen, daB ich bereits 1918 Verbindungen von Formaldehyd wit 
Glykokollithyl- und auch mit dem Methylester beschrieben und auf 
Grund meiner Untersuchungen als Oxytrimethylen-glycin-ester, 

CH(OH) (CH,-NH-CH,-CO,R), 

aufgefaBt habe.') Bergmann und seine Mitarbeiter sagen, daB sie dem 
von mir crhaltenen Priiparat (gemeint ist der Formaldehyd-Glykokoll: 
aithyl-ester) bei ihren ,,gleichartigen Versuchen“ nicht begegnet seieu. 
Offenbar wollen die Verfasser mit diesem Ausdruck nur auf die yon 
ihnen veréffentlichten Versuche hinweisen. Bergmann hat tat: 
sichlich seinen Formaldehyd-Glykokoll-ester im Prinzip genau naci 
dem von mir 1918 angegebenen Verfahren, durch Einwirkung von Form. 
aldehydlésung auf Glykokoll-ester-chlorhydrat und nachtriiglichen Zusatz 
von Natronlauge, dargestellt ; nur habe ich die Reaktion mit viel geringerem 
Uberschu8 an Formaldehyd und in gelinder Wirme vorgenommen und 
dadurch die direkte Abscheidung der Hauptmenge des Esters als 0): 
schicht fiber der waBrigen Lésung erreicht, wihrend Bergmann ili 
erst durch Ausiithern gewinnen mufte. Dies hat den Nachteil, daB der 
erhaltene Ester sehr viel ungebundenen Formaldechyd gelést enthilt. 


1) Chem. Ber. Bd. 51, S. 1557 (1918). 
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Bergmann sieht auf Grund der Elementaranalyse und der Be- 
stimmung des durch Phosphorsaiure abspaltbaren Formaldehyds seinen 
Ester fiir Triformaldehyd-Glykokollester, C,H,0,—N-+-CH,-CO,-C,H,, an. 
Bergmanns Analysenzahlen weichen von den meinigen merklich ab; 
da sein Ester leicht in ein Amid iibergeht, was bei der von mir her- 
vestellten Verbindung nicht in einfacher Reaktion ausfiihrbar war, scheint 
bei der Arbeitsweise Bergmanns ein von den meinigen verschieden 
zusammengesetazter Ester zu entstehen. Die Konstitution meines Esters 
habe ich nicht nur durch die Analyse, sondern auch durch verschiedene 
\olekulargewichtsbestimmungen, durch Untersuchung seines Zerfalls bei 
der Kinwirkung von Salzséure und durch die Analogie seiner Entstehung 
mit der des freien Oxytrimethylen-glycins und von dessen Salzen zu 
begriinden gesucht. 

Bergmann glaubt durch Verseifen seines Esters mit Baryt Methylen- 
glykokoll-barium erhalten zu haben; ein Salz von prozentual gleicher 
Elementarzusammensetzung hat er durch EKinwirkung von Formaldehyd- 
lisung in reichlichem Uberschu8 auf Glykokoll-bariumlésung bei 50° 
dargestellt. Beide Salze sind nach Bergmann unter sich und mit der 
von mir friiher als N-Oxymethyl-glycin-barium beschriebenen Verbindung ') 
identisch. Diese Annahme méchte ich bezweifeln. Uber die Einwirkung 
yon Formaldehyd gerade auf Glykokoll-barium habe ich seinerzeit zahl- 
reiche Versuche ausgefiihrt und glaube festgestellt zu haben, daB bei 
reichlichem UberschuB8 besonders der technischen, viel Methylalkohol 
enthaltenden Formaldehydlésung bei Temperaturen um 50° fast nur 
Oxytrimethylen-glycin-barium entsteht, wihrend man zur Darstellung 
des N-Oxymethylsalzes nahe bei 0° und mit nur ganz geringem Uber- 
schu8 an Methylalkohol-freier Formaldehydlésung arbeiten muB.*) Berg - 
mann gibt nicht an, ob er reine oder technische Formaldehydlésung 
benutzt hat. 

Die von Bergmann an seinem Bariumsalz aus Glykokoll-barium 
vorgenommenen Bestimmungen des Krystallwassers durch Feststellung 
des Gewichtsverlustes bei 99° halte ich fiir unrichtig. Nach meinen 
Erfahrungen verliert das aus Glykokoll-barium erhaltene Salz schon 
unterhalb dieser Temperatur auch Formaldehyd, den ich bei meinen bei 
nur 80° vyorgenommenen Versuchen besonders bestimmt habe.*) Wenn 
Bergmann meint, die leichte Abspaltung von Formaldehyd aus dem 
Salz wire mit meiner Auffassung von der Konstitution unvereinbar, so 
weise ich darauf hin, daB aus dem nach meinem Verfahren‘) angestellten 
Salz nur 45,5°/, des eingefiihrten Formaldehyds durch Phloroglucin- 


') Chem. Ber. Bd. 52, S. 1218 (1919). 

*) Chem. Ber. Bd. 52, S. 1214—1215 (1919). 

5) Chem. Ber. Bd. 51, S. 142, FuBnote 2 (1918). 
*) Chem. Ber. Bd. 51, S. 143 (1918). 








